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LIRA, Lais Ariane de Siqueira. Avaliacdo do desenteda técnica de PCR em tempo real
para o diagndstico da tuberculose pulmof8d 2. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publica)
— Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacaaldos@ruz, Recife, 2012.

A tuberculose constitui um grave problema de sauiiddica, com preocupacao e repercussao
mundial. No Brasil, foram notificados 78.564 milsoa no ano de 2011, com 83.55% dos
casos da forma pulmonar, sendo Recife a capitailbira com maior taxa de mortalidade
especifica por tuberculose. O controle da doengaiste em um diagndstico precoce e eficaz
associado a um tratamento adequado, contudo osdosétoonvencionais apresentam
limitacbes, como a baixa sensibilidade e o resaltaddio. Por isto, métodos moleculares
vém sendo propostos para o diagnostico de divelsascas infecciosas. Recentemente, a
técnica da reacdo em cadeia de polimerase em tesapdqPCR) tem sido desenvolvida,
apresentando como diferencial a capacidade de fasapfio e deteccdo do DNA ocorrerem
simultaneamente, através de um sistema de fluoreisc@® estudo avaliou o desempenho da
técnica de qPCR na deteccdo especifica do complyambacterium tuberculosis nos
pacientes com tuberculose pulmonar. Para avalianite de deteccéo, foi construida uma
curva de diluicdo a partir de cepa de referénciMdmberculosis, em que se determinou que
o sistema foi capaz de detectar até 3xiEEilos/ml. Este limite foi correspondente aoaibé
amplificacdo 30, o qual foi utilizado como limitearimo de positividade das amostras
analisadas. Foram avaliadas 165 amostras de estamacientes suspeitos de tuberculose
pulmonar, apresentando sensibilidade de 87.9% eciésplade de 98%, considerando a
cultura e/ou resposta ao tratamento especifico cpadrdo-ouro. A técnica de gPCR
demonstrou um excelente desempenho, podendo Beaddi como uma ferramenta auxiliar
para o diagndstico da tuberculose pulmonar. O dstigo da TB deve estar fundamentado na
analise conjunta de varios parametros como baoiaccultura, manifestacdes clinicas e a
prova terapéutica.

Palavras-chave: Tuberculose - diagnostico, PCR em Tempo Rddlycobaterium
tuberculosis.



LIRA, Lais Ariane de Siqueira. Assessment of penfmnce of the real time PCR for the
diagnosis of pulmonary tuberculos®12. Dissertation (Master of Public HealthCentro
de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo OswaldpRxoite, 2012.

Tuberculosis is a serious health problem publicceom and with worldwide repercussions.
On Brazil, 78.564,000 cases were reported in thar @011, with 83.55% of cases of
pulmonary, and Recife the Brazilian capital with hagher mortality rate specific for
tuberculosis. The disease control is in early afféceve diagnosis associated with a
appropriate treatment, however, conventional methaye limitations such as low sensitivity
and late results. Therefore, molecular methods Hseen proposed for the diagnosis of
various diseases infectious. Recently, the teclnmfureal time polymerase chain reaction
(gPCR) has been developed, presenting a diffeteabdity to DNA amplification and
detection occur simultaneously, through a fluoreseesystem. The study evaluated the
performance of the gPCR for specific detection omplex Mycobacterium tuberculosis
complex in patients with pulmonary tuberculosis.eMaluate the limit of detection, was done
a dilution curve from reference strainMf tuberculosis, has been determined that the system
was able to detect up to 3¥1acili / ml. This threshold is corresponding thet
amplification cycle 30, which was used as the maxmmlimit of positive samples. We
evaluated 165 sputum samples from patients suspeaiftepulmonary tuberculosis, with
sensitivity of 87.9% and specificity of 98% congidg the culture and / or response to
treatment as the gold standard. The gPCR showexaallent performance and can be used
as an auxiliary tool for the diagnosis of pulmonargerculosis. The diagnosis of TB should
be based on joint analysis of various parameterh @as smear, culture, clinical and
therapeutic trial.

Key words: Tuberculosis Diagnosis, Real- time PQR/cobacterium tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagidsaevolucdo cronica que tem
como agente etiolégico Mycobacterium tuberculosis. Acredita-se que este microorganismo
(conhecido como bacilo de Koch) seja anterior apmpo homem, acometendo formas ainda
mais elementares de vida microscépica. O encomtte @ agente etioldégico da TB e a
espécie humana levou ao desenvolvimento de estratdg adaptacdo ao novo hospedeiro:
além da perda da capacidade de multiplicacdo nm regierior, o bacilo inicialmente
apresentou uma alta viruléncia para, posteriormeetgringir sua capacidade destrutiva,
tornando-se um comensal aceitavel para os agrupasnémumanos (BERTOLLI, 2001,
COLE et al. 1998).

E provavel que os primeiros hominideos ja padeces®m a doenca, mesmo que a
existéncia de pequenos grupos isolados inibissiséd macica da moléstia. Ha indicios que
seus riscos se ampliaram com o adensamento dakpdesiao passo do sentido gregério que
essas passaram a ter desde a revolucdo agricoNeaidtico, quando os agrupamentos
humanos cresceram em numero e a domesticacao weaagespécies animais ampliou as
possibilidades de contagio. Atualmente, a urba@izacom a decorrente aproximacado e a
convivéncia prolongada dos individuos, tem sidoartgnte fator de multiplicacdo da TB
(BERTOLLI, 2001; BRASIL, 2002).

Sabe-se que a doenca esteve presente entre omggémcontrando-se indicios (Mal
de Pott) em partes de corpos mumificados e com afataximada de 6.000 anos. Um dos
maiores trabalhos sobre TB foi executado em 188®, gentista Robert Koch, que isolou e
cultivou o Mycobacterium tuberculosis identificando a bactéria como o agente etiologiao
TB (BLOOM; MURRAY, 1992). Em 1890, ele anunciou asdoberta de uma substancia
denominada tuberculina, que poderia ser util comma derramenta de diagnostico para
detectar a doenca devido a reacédo intensificadendelyida por animais doentes vacinados
com a tuberculina. Este conceito perpetuou-se @noy anos até a observacéo de que tanto
animais saudaveis quanto animais doentes podeeagir & tuberculina. Como conclusao, se

observou que animais infectados cor.otuberculosis reagiam a tuberculina, enquanto que
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os saudaveis e nao infectados, ndo tinham reagéitank, o teste tuberculinico tornou-se,
entdo, a principal ferramenta de diagndstico parB afeccao (DUCATI et al., 2006).

No mesmo periodo, Koch desenvolveu métodos deagdlorpara a identificacdo do
bacilo, cujas técnicas foram subsequientemente maelas pelo bacteriologista alemao Paul
Ehrlich, que desenvolveu a coloracdo de Ziehl-d¢dielpara deteccdo de bacilos, método que
vem sendo usado até hoje para o diagnostico ddUEATI et al., 2006). A Descoberta de
Koch permitiu aos investigadores centrar esforgpgi@senvolvimento de terapias novas e
mais eficientes para tratar o paciente com TB (DUGC# al., 2006).

No Brasil, acredita-se que a doenca foi introduzidlbs missionarios portugueses e
jesuitas, desde 1500. A vacina BCG (Bacilo Calrr@tiérin) foi implementada em 1973,
logo se tornando obrigatéria para os menores deanm A mortalidade por TB, que
secularmente vinha diminuindo, sofreu important@aato positivo com a introducdo da
quimioterapia de curta duragdo, chegando a dimibdi6, da década de 70 para a de 80.
(HIJJAR et al., 2005; RUFFINO-NETTO, 2002).

Em todo o mundo, o mapa da prevaléncia da TB acohgpa mapa da miséria. Além
da desnutricdo deprimir a imunidade celular, asdiges de moradia, promiscuas, em
comodos unicos, e sem ventilagdo, propiciam umamearga infectante, que também
condiciona o maior adoecimento, seja primo-infecQéore-infecgdo (PANDOLFI et al.,
2007).

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Epidemiologia no mundo

No século XX a TB chegou a alcangar uma taxa deléncia préxima de zero na
maior parte do mundo, em suas primeiras oito décdglaretanto, a partir da década de 80,
com o advento da infeccao pelo virus da Sindromend@aodeficiéncia Humana (HIV), as
taxas de incidéncia, morbidade e mortalidade por vbBaram a crescer rapidamente
(LEROY; SALMI; DUPON, 1997; SILVIA, 2005). A doenggue parecia estar em vias de
erradicacao, tornou-se um dos maiores problemaalte publica da atualidade. Este quadro
deve-se principalmente as co-infeccbes com o HI¥; dasigualdades sociais e suas

implicacdes, sobretudo nos paises em desenvohim@andicdes precarias de moradia,
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alimentacgéo, transporte e educacdo); o envelhetim#®d populacdo com o0 aumento da
expectativa de vida; ineficiéncia dos programascadetrole da doenca e os movimentos
migratorios constantes da populacao (KIM et alQ8@EROY; SALMI; DUPON, 1997;
SILVIA, 2005).

A TB, embora tenha cura, atualmente permanece aom® das maiores causas de
doenca e morte na populagdo mundial, sobretudosimedAfrica, embora tenha cura. Trata-
se da doenca infecciosa com as maiores taxas dalisk@de em adultos, onde a maioria dos
casos ocorre na populacdo economicamente prodeité&aa principal causa de morte por
infeccdo em mulheres (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE2011). A situacdo é
agravada pela emergéncia de cepas multidrogagetst (MDR) e as extremamente
resistentes (XDR) aos medicamentos contkh tuberculosis. A resisténcia as drogas ocorre,
principalmente, devido a prescricdes inadequadasamulescumprimento da prescricao
médica (irregularidade ou abandono do tratameAtd)iberculose MDR esta associada com
altas taxas de mortalidade em torno de 50 a 80%akus (SANKAR et al, 2011) (Figura 1)

Figura 1. Taxa de incidéncia estimada de tuberculose no mwerd@010.
Estimated TB incidance rates, 2010

Fonte: Organizagdo Mundial de Saude (2011)

Em 2010, foram estimados 8.8 milhdes de casosdntid de TB no mundo, com

aproximadamente 1.4 milhdo de mortes, sendo 35Centie os individuos portadores do
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HIV. Em relagdo a mortalidade de coinfectados TBY,H82% estdo na regido da Africa.
Ainda este ano, foram notificados 5.7 milhdes d®sade TB no mundo. Dos novos casos
diagnosticados com TB pulmonar, 2.6 milhdes erawmilifteros (com presenca do bacilo
visualizado na microscopia do escarro) e 2.0 m#hde casos de TB com baciloscopia
negativa. Menos de 5% dos novos casos de TB e l@gagaincidentes foram testados para a
TB MDR na maioria dos paises em 2010 (LANGE; MORQ10; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011).

1.2.2 Epidemiologia no Brasil

A TB no Brasil € uma das principais causas de mwkialidade, ocupando o 19°
lugar entre os 22 paises responsaveis por 80%tdbde casos de TB no mundo, com o
registro de 78.564 casos de TB em 2011. Destes,d35®43 foram da forma pulmonar, com
aproximadamente 54,8% com baciloscopia positivab%4com baciloscopia negativa e
20,5% nado foi realizada o exame (BRASIL, 2012; OREBACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2011; RUFFINO-NETTO, 2002). Em 2009, foramtificados 10.286 casos de
retratamento, sendo 50,6% relacionado as recidivat9,4% devido ao reingresso dos
pacientes. Ao analisar 0s casos, nota-se que aor&gil (13,7%) apresenta a maior relacao
percentual, seguida pelas regides Sudeste (13,Mdeste (12,4%) e Norte (8,7%)
(BOLETIM ELETRONICO EPIDEMIOLOGICO, 2009). O Estadi® Pernambuco notificou
4.890 casos de TB, com 4.231 casos da forma pulmmema2011. Recife é a capital brasileira
com maior taxa de mortalidade especifica por TB @ofrcasos para cada 100 mil habitantes
(BRASIL, 2011, 2012; ORGANIZA(;AO MUNDIAL DA SAUDE2010).

1.3 Agente etiol6gicoMycobacterium tuberculosis

A TB humana é causada principalmente p®lgcobacterium tuberculosis, uma
bactéria patogénica aerdbia que estabelece a &ueggralmente nos pulmbeds
micobactérias pertencem ao génddgcobacterium, familia Mycobacteriaceae, subordem
Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetgle&AMPOS, 2006).0 géneroMycobacterium
consiste de membros do compleltycobacterium tuberculosis e mais de 80 espécies de

micobatérias nao-tuberculosas, incluindo patogénicaportunisticas e espécies nao-
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patogénicas. (BRASIL, 2002; KONEMAN et al., 2001QI8ll; MUSSER, 2001). As
espécies que constituem o complektycobacterium sdo Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti e Mycobacterium africanum que causam a
tuberculose humana e animal. As micobactériasIsaolécido resistentes e, quando coradas
a quente com fucsina ou auramina, retém os corapteslavagens com solu¢cdes de élcool e
acido. Sua parede é constituida principalmenteapmos micélicos, formando uma barreira
hidrofobica que confere resisténcia a dissecacadeszoloracdo por alcool e acido e a
diversos agentes quimicos e antibidticos (BRAS0Q2Z 2008).

Varios elementos repetitivos de DNA que contribygana a variagdo genética das
cepas foram descobertos M. tuberculosis. Um destes é o elemento 1S6110, o mais
abundante elemento I$ngertion sequence) no genoma do bacilo. Faz parte da familia 1S3
que varia de 1 a mais de 25 coépias e possui 1.853 ple bases (pb), estando integrado em
varios sitios cromossémicos (ASSIS, et al., 2000 EBLKOUL et al., 2006; THIERRY et
al., 1990). Apesar de estudos relatando que mogpas deM. tuberculosis ndo possuem o
alvo 1S6110 (SCHERER et al., 2011), estudos detifilsacdo de DNA realizados no Brasil
nao detectaram a presenca dessas cepas, apresemignashde maioria numeros elevados de
copia do 1S6110 (CAFRUNE et al., 2006).

1.4 Transmissao

A bactéria € transmitida principalmente por indinddbacilifero através de goticulas
contaminadas liberadas no ambiente pelo espilapfatosse e que entra no organismo pelas
vias respiratérias estabelecendo uma infeccdo penms pulmdes. Sua forma clinica €
caracterizada principalmente pelo acometimento plaisndes (TB pulmonar), podendo
também atingir outros sitios anatdomicos (TB exti@pmar) ou ainda ocorrer de forma
disseminada (TB miliar) (DUCATI et al., 2006; PANDHE et al., 2007).

A maior diferenca entre a TB e outras infeccOes marobactérias € que M.
tuberculosis é transmitido de pessoa a pessoa (SOINI; MUSSBR]1)2 O reservatoério
principal € o homem e em algumas regides, o gadindaloente. Em geral, a fonte de
infeccdo é o individuo com a forma pulmonar bamitifda doenca. Calcula-se que durante um
ano, numa comunidade, um individuo bacilifero padefectar, em média, de 10 a 15

pessoas. A imprecisdo do rastreio dos contatoseestigacdes tem sido destaque em alguns
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relatérios que sugerem que o contato limitado suagapode ser suficiente para a transmisséo
do M. tuberculosis. (BRASIL, 2009; MATHEMA et al., 2006)

No prazo de 24 horas um individuo infectado podeekxaté 3,5 milhdes de bacilos
da TB, muito deles presentes em goticulas microsa®mue séao eliminadas através das vias

aéreas superiores. Estas minusculas particulasnpfhdeiar por um periodo de até 8 horas,

depositando-se em roupas, lencos, livros, moveia poeiraEm sua maioria, as goticulas

médias sao retidas pela mucosa do trato respwasiperior e removidas dos brénquios
através do mecanismo mucociliar. Os bacilos assinovidos sédo deglutidos, inativados pelo
suco gastrico e eliminados nas fezes. Os bacilesguepositam nas roupas, lencois, copos e
outros objetos dificilmente se dispersardo em aéiss, por isso, ndo desempenham papel
importante na transmissdo da doenca. Eventualmastemenores goticulas podem ser
aspiradas por outros individuos, sendo que searémfretidas podem atingir os bronquiolos
respiratorios e os alvéolos, e iniciar o procesalpgico. A TB é uma doenca altamente
contagiosa, principalmente levando-se em consiélergge uma suspensao contendo de 1 a
10 bacilos é suficiente para causar uma infecc&R{BOLLI, 2001; BRASIL, 2002, 2009).

Os doentes baciliferos sé@o a principal fonte decigdio. Doentes com TB pulmonar e
com baciloscopia negativa, mesmo que tenham resuttasitivo na cultura, s&o muito menos
eficientes como fontes de transmissdo. As formadusivamente extrapulmonares nao
transmitem a doenca (BRASIL, 2010, 2011).

1.5 Imunopatogenia

A progressao da infeccao tuberculosa é fundameetaéregulada pela competéncia
do sistema imune do hospedeiro, que pode ter @&titavés da eliminacdo microbiana
imediata e/ou laténcia condicionada, ou pode faksultando no desenvolvimento da doenca
ativa (DUCATI et al., 2006). Uma vez que as pafisuséo inaladas e fagocitadas pelos
macréfagos alveolares residentes, ha uma ativaostspdo sistema imune celular do
hospedeiro envolvendo citocinas e quimiocinas Apast imunoldgica do hospedeiro é
caracterizada pela formacdo do granuloma que dengismariamente de macréfagos
infectados porM. tuberculosis e células T. Em 10% dos individuos supostamente
imunocompetentes, a infeccdo pode n&o ser contid@néinuar a replicacdo bacilar.
(CLARK-CURTISS; HAYDEL, 2003; MATHEMA et al., 2006)
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Ao chegarem ao interior do pulméao, os bacilosséagocitados pelos macréfagos
alveolares. Inicia-se assim, dentro do citoplasmandcréfago, um mecanismo de fusdo do
fagossoma contendo M. tuberculosis com um lisossoma repleto de substancias lesivas
visando a destruicdo do bacilo tuberculoso. O nfago) dependendo da viruléncia e da
quantidade de baciléagocitado, pode logo impedir o desenvolvimentoimfeaccdo. Na
maioria dos casos, o macrofago sozinho é incapatim@ar a micobactéria, precisando de
apoio de outras células, principalmente dos lindé&ciT que produzem citocinas que
aumentam a capacidade do macréfago de matar aribadentro do seu citoplasma. O
linfécito T, além de produzir citocinas, é tambémauarma efetora importante contra a
micobactéria, pois ajuda na eliminagdo do macrofagnos potente no combate, o qual libera
para 0 ambiente o bacilo, possibilitando que magas mais eficientes o fagocitem e
consigam controlar a infeccdo. Trata-se do propnficito T fazendo uma acéo efetora
contra a micobactéria, ainda que de forma indif€AMPOS, 2006; SILVA; BOECHAT,
2004).

1.6 Controle e prevencao

A TB além de ser uma das mais sériasgizeimfecciosas é considerada um problema
na saude publica devido ao alto risco de transmige&soa a pessoa e indices de morbidade e
mortalidade (NDUGGAet al.,, 2004). O Ministério da Saude (1999) defmdB como
prioridade entre as politicas governamentais ddesastabelecendo diretrizes para as acdes e
fixando metas para o alcance de seus objetivoacBss para o controle da TB no Brasil tém
como meta diagnosticar pelo menos 90% dos casesaelgs e curar pelo menos 85% dos
casos diagnosticadgBRASIL, 2010).

O relatdrio de progresso (2006-2008) do plano gldbacombate a TB revelou que a
taxa de deteccéao foi de 63%, ainda bem abaixo 8%sestabelecido como meta para 2010,
necessitando assim de novas ferramentas diagrgtaca ampliar a deteccdo. A meta de
alcancar 85% de cura dos casos de TB descobevims é&2OMS a recomendar a ado¢ao da
Estratégia de Tratamento Diretamente Observado @ODirectly Observed Treatement
Srategy), que tem como objetivo garantir a adesdo ao tratamemtdyzindo o risco de
transmissao da doenca na comunidadleadministracdo requer a supervisdo da ingestao dos

medicamentos, na unidade de salde ou na resid@ssiegurando-se que o doente os tome em
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uma Unica dose diari@®RUFFINO-NETTO, 2002). A implementacédo da estriadOTS no
Brasil tem apresentado dificuldades, o que remetzrassidade de se rever as estratégias para
sua expansao (STOP TB, 2009).

Nas metas do milénio, espera-se reduzir, até 20pbevaléncia e a mortalidade por
TB, em 50% em comparac¢do com 0s seus niveis em A9@eta de detec¢do, no Brasil, vem
sendo atingida e superada, 0 que ndo vem ocorremmoa meta de cura, principalmente
pelos altos percentuais de abandono que persistetoreo de 10 a 129%HIJJAR, 2005).
Assim a OMS recomendou que a Sop TB, que foi lancada em 2006 como um
aprimoramento da estratégia DOTS (ORGANIZACAO MUNDIDA SAUDE, 2011).

Em 2006, é&op TB veio ao Brasil trazendo novas contribuicbegesa@s metas para o
controle da TB, como: buscar a ampliacdo e apedeignto da estratégia DOTS de alta
qualidade; reforcar o combate a co-infeccao TB/HIB;MDR e outros grupos vulneraveis;
fortalecer o sistema de salde vigente no Pais;@mmmaior engajamento dos profissionais
de saude e da sociedade civil; contar com o aposopdrtadores de TB, bem como das
comunidades; permitir e promover as pesquisas opeas. Nesse sentido, a criagdo do
Forum de Parceria contra a Tuberculose pelo Mimistda Saude representou um marco
definidor para o controle da TB no Pais, pois afinente se reconheceu o importante papel
da mobilizacdo socialDALCOMO; ANDRADE, PICON, 2007; ORGANIZA(;AO
MUNDIAL DE SAUDE, 2006).

E estimado que a implementacdo da tegiesStop TB (1995-2008) tenha curado 41
milhdes de pessoas com TB e evitado 6 milhdes deemmem todo o mundo. A taxa de
deteccdo mundial de casos de baciloscopia positibau de 15% para 61% durante o periodo
da estratégia e a taxa de sucesso do tratamententaunde 77% para 87%. No entanto,
apesar dessas importantes conquistas, a TB cordirawanentar e os esforcos de controle
precisa ser muito melhorado para a eliminacaor{ieficomo< 1 caso de TB por milhdo da
populacdo por ano) ser alcangada. Enquanto a mmal@stimada da TB vem diminuindo
globalmente desde 2004, a taxa atual de declineam@srde 1% ao ano) é insuficiente para
alcancar a eliminacdo da TB, em 2050, e os nunasslutos de casos de TB continuam a
crescer (STOP TB, 2011).

A vacinacdo com BCG faz parte daslides de controle adotadas pelo Brasil. A
Organizacdo Mundial de Saude recomenda dose Urec8QG, ao nascimento. Esta
recomendacado se baseia na efetividade elevadacitzay@ara protecdo contra as formas
graves e disseminadas da doenca em criancas, sstadestratégia adotada pela maioria dos

paises em desenvolvimento. A variacdo do efeitbefwo confere certo grau de incerteza



22

referente a vacina BCG contra a TB pulmonar, a #omais comum da doenca (BARRETO;
PEREIRA; FERREIRA, 2006; RODRIGUES et &Q07; STOP TB, 2008).

1.7 Diagnéstico

1.7.1 Diagnostico clinico e laboratorial

As manifesta¢des clinicas sdo geralmente o prinigdigio para o diagnéstico da TB,
no entanto, sao freqiientemente inespecificas @rpor o diagndstico nem sempre é facil. O
sintoma mais comum na tuberculose pulmonar € & tpsssistente, por mais de quatro
semanas. Sintomas sistémicos sdo comuns, comq faliees noturnos e perda de peso
(HINRICHSEN, 2005; LANGE; MORI, 2010). Nao raramena TB pode manifestar-se sob
diferentes apresentacdes clinicas que podem ettaianadas com o 6rgdo acometido. Desta
forma, outros sinais e sintomas, podem ocorrer \verdeser valorizados na investigacao
diagnéstica individualizada (BRASIL, 2011; CONDE)SZA, 2009).

Com relacdo a radiografia de térax, deve ser sadiai para todo o paciente com
suspeita clinica de TB pulmonar. Embora seja @b diagnéstico da TB pulmonar, pode
apresentar imagens inespecificas compativeis carasodoencgas. Além disso, até 15 % dos
casos de TB pulmonar ndo apresentam alteracOeslagidas, principalmente pacientes
imunodeprimidos (BRASIL, 2011; PICON et al., 1993).

A prova tuberculinica de Mantoux também faz pads hétodos convencionais para
o diagnostico da TB e se baseia na reacdo celidaendolvida apds a inoculacao
intradérmica de um derivado protéico purificado Mo tuberculosis (PPD Rt23). Os
individuos infectados desenvolveréo, no local deagio uma reacao de hipersensibilidade,
que deverd ser lida em 72 a 96 horas (BETHLEM.e2@00).

A resposta ao teste é classificada segundo o tamammodulo cutédneo, sendo o
individuo considerado: reator forte quando o tarmadh enduracdo local 2 10 mm,
geralmente devido a infec¢do, doenca ativa ou ggémrecente com BCG; reator fraco de 5
a 9 mm podendo ser interpretado como infecgdo pelduberculosis, por micobactérias
atipicas, ou pela vacinacdo prévia com BCG; e ne@ator (0 a 4 mm), individuos nao
infectados pelo bacilo ou imunodeprimidos. Cerca BD % dos portadores de TB pulmonar

com a doenga ativa apresentam a prova tubercutinidamm de enduragdo (BETHLEM et
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al., 2000). Um resultado positivo, isoladament®, pérmite distinguir o individuo infectado
do doente e, portanto, ndo é suficiente para mditgo de TB doenca. Além disso, em areas
onde a vacinacdo de BCG é feita rotineiramente, istespretacdo pode ser prejudicada
devido a memoria imunoldgica induzida pela vackiada, apresenta importantes limitacdes
para a decisdo diagnostica, em particular, nas @ealevada prevaléncia de infec¢do pelo
bacilo de Koch (BK), como no nosso meio, onde a tx teste positivo oscila entre 25 % a
55 % na populacéo geral (AFIUNE; NETO, 1993; CAMRQ@®06; CASTELO FILHO et al.,
2004).

A baciloscopia € um dos exames mais comumenteadid em todo o mundo para
detectar a TB pulmonar, por ser um método rapihoples e barato e, portanto, muito til
para identificar pacientes baciliferos. Consiste w&ualizacdo microscopica das
micobactérias, apos coloracdo convencional espacfelo Ziehl-Neelsen (ZN), ou pela
coloragdo fluorescente com auramina-rodamina (BARRE 2007; HANNA, 1996;
HOPEWELL, 2005; MELLO, 2001).

No adulto com suspeita de TB, a baciloscopia éataemte utilizada para o
diagndstico preliminar e acompanhamento do tratéonéyo entanto, possui sensibilidade
limitada, visto que, sdo necessarios cerca de 5.A@M000 organismos por ml da amostra
para obtencdo de resultado positivo, além de sempar de diferenciar espécies de
micobactérias, o que influencia na sua especifiddaA confiabilidade da leitura da
baciloscopia é altamente dependente da experié&wigrofissional do laboratorio, da
qualidade da amostra e carga bacilar presente nat@{BRASIL, 2002; CHIMARA et al.,
2009; KONEMAN, et al. 2001). Os critérios para Uedt e interpretacdo dos resultados da
baciloscopia realizada com escarro pelo métodoiela-Rleelsen sdo descritos: baciloscopia
1+, quando séo encontrados de 10 a 99 BAAR em dfpas; baciloscopia 2++, encontrado
em média de 1 a 10 BAAR por campo, nos primeirosd&fipos observados; baciloscopia
3+++, mais de 10 BAAR por campo, nos primeiros &Mpgos observados (BRASIL, 2008).

O resultado da baciloscopia € essencial para @&g&ealclinica e epidemiologica, uma
vez que fornece uma estimativa quantitativa do marde bacilos que estdo sendo eliminados
e, assim, uma visao sobre o grau de infectividbde como da gravidade da doenca (ANI,
2008). Em pacientes com tuberculose pulmonar, #dobaopia é limitada por sua baixa
sensibilidade de 45% a 80% e em criancas, paciauesfectados pelo HIV e na TB
extrapulmonar a variacdo da sensibilidade é de 39%. Possui, ainda, um baixo valor

preditivo positivo (50% - 80%) para TB em ambiergesque micobactérias ndo-tuberculosas
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sdao comumente isolados (BRASIL, 2010; CENTER FORSHASE CONTROL AND
PREVENTION, 2009; CONDE et al., 2009; ZAMARIOLI &, 2009).

O isolamento e a identificacdo b tuberculosis através da cultura € a metodologia
que permite a confirmacéao diagnoéstica da TB, seondsiderada como o exame padrao-ouro.
E um método usado na rotina diagnoéstica, principatsna deteccdo de casos suspeitos, em
gue a baciloscopia foi negativa (pela menor caggbatilos na amostra) e de casos com risco
de TB resistente através do teste de sensibilidad#rogas ou com suspeita da presenca de
micobactéria atipica. Nos casos pulmonares contolsaopia negativa, a cultura do escarro
pode aumentar em até 30% o diagndstico bacteraaddm doenca. O meio de cultura mais
utilizado é o Lowenstein-Jensen (LJ), o qual é dert rico e propicia o crescimento da
maioria das micobactérias (ARNOLD, 2007; BARRERB0Q?2; BRASIL, 2010).

A cultura identifica o bacilo em mais de 80% dososade TB pulmonar, com
especificidade de mais de 98%, requerendo cerd@@-d®0 organismos por ml da amostra. A
cultura possibilita diagnosticar casos de TB pulampnos quais a eliminagédo bacilar ndo é
suficiente para ser detectada pela baciloscopimetanto, requer cerca de 3 a 8 semanas para
obtencéo do resultado, levando ao retardo do idizimatamento especifico. Além da demora
nos resultados, a cultura positiva para micobadédieve ter sua espécie identificada por
métodos bioquimicos ou moleculares. Atualmentenap@0% dos casos de retratamento no
pais, realizam o exame de cultura, valor aindaarioferior ao recomendado pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2008; BOLETIM ELETRONICO EPIDEMIOGICO, 2009; ROSSO,
2008).

No Brasil, cerca de 26% dos pacientesm TB pulmonar s&o tratados sem
confirmacdo bacteriolégica, com base apenas norgueédhico-radiolégico (ABADCO;
STEINER, 1992; AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000VELLO, 2001; SNIDER et
al., 1988). Além disso, nos paises em desenvoloneapenas um numero limitado de
laboratoérios realizam cultura para micobactériasitdé laboratorios tém dificuldades em
obter as instalacdes necessarias para o cultimta®actérias. (SANKAR et al., 2011)

Os métodos tradicionais bacteriologicos possuemsilsiédade insuficiente ou séo
lentos, especialmente para a deteccaMdtuberculosis em amostras clinicas paucibacilares
(com pequeno numero de bacilos). Isso pode ocasimnatraso no tratamento bem como a
realizacdo de terapias inadequadas. Foi demonstpael35% a 52% dos pacientes tratados
empiricamente para TB a partir do diagnostico asymcao néo tem efetivamente a doenca.
(GUERRA et al., 2008; NEGI et al., 2005)
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Devido a crescente rapida disseminacdo da TB, novos métodos de @stigas vém
sendo implementados e desenvolvidos. Novas técriicasn introduzidas na pratica
laboratorial nos ultimos anos, tais como 0 uso mErumentos automatizados e semi-
automatizados, como o BACTEC 460, um método radivooéem que um aparelho detecta
CO;, radioativo liberado pela utilizacdo do &cido péitoi presente no meio de cultura. Tanto
detecta o crescimento das micobactérias em amatitnasas em 2 ou 3 semanas, como pode
ser uma prova rapida de sensibilidade as drogassadOde meios de cultura liquidos (néao
automatizados e mais baratos que o BACTEC) tambinmnui um pouco o tempo de

crescimento das micobactérias a partir de espédimkgjicas. (BRASIL, 2002).

1.7.2 Diagnostico molecular

As pesquisas com M. tuberculosis tém avancado, possibilitando o conhecimento de
sua estrutura genética, o que contribuiu com o mebamento de novos métodos
moleculares para sua deteccao diretamente de amdstidgicas (NABIN et al., 2003).
Varios elementos repetitivos de DNA, relacionadm® @ variacdo genética das cepas, foram
descobertos ndM. tuberculosis. Um destes é o elemento de inser¢cdo 1S6110, o mais
abundante elemento encontrado no genoma do b&eiloparte da familia IS3 que varia de
uma a mais de 25 copias e possui 1.350 pares ds, lmstando presente em mais de 95% das
cepas deM. tuberculosis (ASSISet al., 2007; BARRERA, 2007; SAVELKOUL et al., 2006
THIERRY et al., 1990).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma &cenaecular que permite a
sintese enzimatican vitro, de sequéncias especificas de DNA através do asdods
iniciadores (oligonucleotideos) que hibridizamditgpostas de DNA. A PCR é composta de
trés etapas basicas: desnaturagdo, anelamentoees@xt Esse sistema torna possivel a
clonagem de sequéncias especificas de DNA de tamsante variam de 50 a 2000 pares de
bases (pb) sem a necessidade do uso de uma c&mIlEEVSENSTEIN, 1990; LIMA et al.,
2009). E um método sensivel para deteccio de DNRNA de micobactérias diretamente de
espécimes clinicas, capaz de detectar menos daci@spor ml em diferentes amostras
biolégicas. Esta tecnologia tem diminuido o periddoobtengdo dos resultados de algumas
semanas para 1 a 2 dias (CRUZ et al, 2011; DROBNEEMEL al., 2003). Numerosos

ensaios de PCR foram descritos utilizando seqi€rocmaservadas de DNA como alvo da
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amplificacdo, para a deteccdo do compléMo tuberculosis em espécimes clinicos de
individuos adultos, mostrando a sua utilidade padéagnostico precoce da doenca (LIMA et
al., 2007; LIMA et al., 2009; PANDURO et al., 200BORTILLO-GOMEZ; MORRIS;
REBOLLO et al., 2006).

Em comparagdo com a baciloscopia, as técnicas nlates possuem um maior valor
preditivo positivo (>95%) em amostras cuja baciipéa € positiva em ambientes em que
micobactérias ndo-tuberculosas sdo comuns. Alésodi®nfirma rapidamente a presenca do
M. tuberculosis em 50 a 80% das amostras com baciloscopia negativdtura positiva. Os
testes moleculares podem detectar a presendh tderculosis semanas antes do resultado
da cultura em 80 a 90% dos pacientes suspeito8grilmonar, posteriormente confirmados
por cultura (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVERN, 2009; GUERRA et
al., 2007; MOORE; GUZMAN; MIKHAIL, 2005).

1.7.3 PCR em tempo real

A PCR quantitativa em tempo real (JQPCR) é uma mtgida PCR que tem sido usada
para a deteccdo de varios organismos infecciostiizaJum sistema fluorescente em
plataforma capaz de detectar a luz oriunda da cededamplificacdo ao mesmo tempo em
que ocorre a reacao. Essa fluorescéncia é captadagieculas que absorvem e emitem luz
em um comprimento de onda especifico, tais com@BRB¥ Green, TagMan®, Molecular
Beacons (CARVALHO, 2008; COUTO-SANT'ANNA et al., @0; GOMES, 2008). A
andlise da emissao de luz é feita por um deteetsiréil luminoso e um amplificador de sinal
que tracam um grafico com a absorcéo obtida apds calo da PCR, ou seja, a intensidade
do sinal gerado reflete a quantidade do produtndoio (KUBISTA et al., 2006)

Um corante bastante utilizado é o SYBR Green, quetrgta de uma molécula
assimétrica de cianina, que livre em solucdo natedinorescéncia, mas ligada a moléculas
de DNA emite um forte sinal luminoso. O SYBR® Greeuom corante que quando se liga a
moléculas de dupla fita de DNA, aumenta sua emidis@oescente. A intensidade dessa
fluorescéncia é proporcional a carga inicial davifio. Uma das desvantagens do uso desse
tipo de corante € que ele se liga a qualquer fifdadde DNA e ndo apenas ao produto-alvo.
Isso pode ser contornado, analisando-se a curdsseciacao do produto. Cada produto tem

pico de temperatura de dissociacdo especifico,eodiferencia o produto-alvo de produtos
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inespecificos (KUBISTA et al., 2006; NATIONAL COMNTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS, 2001).

Outra forma de gerar fluorescéncia € através o de uma sonda, dirigida
especificamente a uma regido interna da sequénmasq deseja amplificar, sendo um
exemplo destas a TagMan®. Esta possui um marchoiwe$centergporter) na extremidade
5’, capaz de absorver a energia luminosa emitidla gguipamento e dissipa-la na forma de
luz e calor, em comprimento de onda diferente dgiral. Entretanto, na sua posi¢ao nativa,
toda a luz emitida por esse fluoroforo € absoryd& um receptor de sinal luminoso
(quencher), presente na extremidade 3' da sonda. Dessa fonmsistema Optico do
equipamento ndo € capaz de detectar fluorescémcitubo de reacdo, mas, durante a
amplificacdo, a sonda que se hibridizou ao prodito- é clivada pela atividade da
exonuclease da enzima Taq DNA polimerase. Comcegiiéscia, essa sonda sera degradada
e o fluord6foro ficara distante dpencher que ndo mais sera capaz de absorver a luz emitida.
Assim, ocorrera um aumento na intensidade de fheérecia, permitindo a quantificacdo do
alvo (Figura 2). Por isto, os métodos que dependerhibridizacdo da sonda para produzir
um sinal fluorescente geralmente sdo menos sugeeptle obter resultados falso-positivos
(CAVALCANTI, 2008; LOGAN; EDWARD; SAUNDERS, 2009; ATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2001).

Figura 2: Representacdo da PCR em tempo real utilizandcasbagman em todas as etapas da reacéo.
Fonte: ASURAGEN (2011).
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A gPCR realiza a quantificacdo dos @siducléicos de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, pois determina valores durantase exponencial da reacdo, enquanto que

na PCR convencional o resultado analisado correlgparfase platdé da reacdo. O ponto que
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detecta o ciclo no qual a reagéo atinge o limiafage exponencial, onde a intensidade da
fluorescéncia é maior do que a fluorescénciaabground (ruido, calibragdo do aparelho), é
denominaddCycle Threshold (Ct). Este ponto permite a quantificacdo exata e depieel do
DNA baseado na emisséo da fluorescéncia. Paraeardeaicdo do valor d€t devem ser
observados os valores dos desvios padrdoes dasataglivisto que, quanto menor o desvio,
melhor é o valor daCt (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005; GOMES, 2008:OVAIS et al.,
2006).

A curva-padrdo relaciona-se as concentracdes de Ppatkdo. E por meio destes
dados, ou seja, quantidades conhecidas de DNApquegramaefetua a quantificagéo de
DNA alvo nas amostras em teste (APPLIED BIOSYSTERIE)S5). A curva-padrao também
fornece o coeficiente angular da redipge), composta pelos pontos da curva. Este dado sera
importante para o calculo da eficiéncia da amg@d@o €§), pois uma alta eficiéncia esta
associada a uma inclinacdo de, aproximadament2,p@y& cada diluicdo de 10 do alvo. O
slope de -3,3 relaciona-se a uma eficiéncia de 100% amdio que o numero de moléculas
amplificadas dobra a cada ciclo da PCR (KUBISTAIgt2006).

As maiores vantagens da qPCR em relacdo a PCR rcmomal s&o a rapidez, a
maior precisao, reprodutibilidade e acuracia. Aldigso, a analise do produto final é feita
sem a necessidade de manipulacdo do tubo durargeocessamento, o que diminui
consideravelmente o risco de contaminacdo, redozredultados falso-positivos e falso-
negativos (COUTO-SANT'ANNA et al.,2004; KIBIKI et al., 2007). Uma grande
desvantagem da PCR convencional € que ndo é qiamatitpois o rendimento final do
produto ndo € primariamente dependente da concéotrda sequéncia alvo na amostra
(LOGAN; EDWARD; SAUNDERS, 2009).

A aplicacédo da gPCR tem sido observada no diagimgstionitoramento da eficacia
terapéutica, genotipagem para determinar resistéras drogas e identificacdo de
espécies/subespécies de diferentes organismos (BROQG et al., 2003; HELB et al., 2010;
PARASHAR et al., 2006SHRESTHA et al. 2003). O ensaio de PCR em tempo real para
deteccdo de bactérias apresenta beneficios cliiasgnte notaveis para o pacierDs
resultados podem rapidamente informar ao médiceesotestado de infeccdo do paciente,
permitindo uma terapéutica mais especifica e opartaom redugédo do tempo de internagéo
hospitalar e prevencéo do uso indevido de medicereeminimizando o potencial de cepas
resistentes (MACKAY, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

O Plano Nacional de Combate a Tuberculose enfafiea o controle da doenca
compreende necessariamente o diagnostico precoperspectiva de um diagnostico mais
rapido, preciso e especifico através de ferramentdsculares tém se mostrado promissor na
forma pulmonar da doencga, onde aproximadamente&®@lds casos permanecem sem a
confirmacado diagndstica, através dos meétodos carmgis (MELLO, 2001). O diagndstico
convencional, através da utilizacdo dos examestd®r ainda é insatisfatério, sendo um dos
principais fatores que contribui para a manutemt@oelevados indices da doenca no mundo.
Apesar de ser curavel e possuir tratamento espec#iTB ainda apresenta taxas elevadas de
obitos.

Diante de tal situacdo, faz-se necessario o debémemto de estudos sobre a
utilizacdo de novos métodos diagndsticos alteraatgque contribuam para um resultado mais
rapido e eficaz. Assim, esse estudo avaliou urerastde deteccdo e quantificacdo de DNA
de Mycobacterium tuberculosis através da técnicde PCR em tempo real, como uma
ferramenta auxiliar no diagnostico laboratorial pheientes com suspeita de TB pulmonar.
Portanto, a possibilidade de um diagnéstico pre@madicaz certamente ird interferir na

cadeia de transmisséo do bacilo e, consequentenmententrole da doenca.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o desempenho do sistema desenvolvido por Bimat al (2003) utilizando a
técnica de PCR em tempo real na deteccdo do abmblB5doMycobacterium tuberculosis

em amostras de escarro de pacientes com tuberqulbmsenar?
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4 HIPOTESE

A PCR em tempo real é uma técnica capaz de detebtgrobacterium tuberculosis

em amostras de escarro de pacientes com tuberqubsenar.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho do sistema de qPCR na detesgpizifica do alvo 1S6110 do

complexoMycobacterium tuberculosis em amostras de escarro de pacientes com tuberculose

pulmonar.

5.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar a populacdo do estudo quanto aesias clinicos, epidemioldgicos e

laboratoriais em pacientes com e sem tuberculdseopar;

b) Avaliar o limite de deteccdo da qPCR com DNA ger@nde cepa de referéncia de

Mycobacterium tuberculosis em amostra de escarro de individuo sem tubergulose

c) Avaliar o desempenho da técnica de qPCR (espdeifle, sensibilidade, valores

preditivos positivo e negativo) utilizando a basdopia como padrao-ouro;

d) Avaliar o desempenho da técnica de qPCR (espdeifle, sensibilidade, valores

preditivos positivo e negativo) utilizando a cutwomo padrao-ouro;

e) Avaliar o desempenho da técnica de gPCR (espdaide, sensibilidade, valores
preditivos positivo e negativo) utilizando a cudtue/ou resposta clinica do paciente

ao tratamento especifico como padréo-ouro.
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6 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

6.1 Populacéo e local de estudo

Os pacientes do estudo foram provenientes de atdbioke enfermarias do Hospital
das Clinicas (HC/UFPE) e Hospital Otavio de Freifd©F/PE) localizados na regido
metropolitana do Recife/PEs hospitais citados realizam atividades assistenaaignsino
e residéncia médica. O diagndstico clinico e tratgm especifico do paciente com
tuberculose foram realizados pelo médico acompdattEncada servigo publico de saude.

Os exames laboratoriais de rotina foram realizasoboratorio de cada instituicao
de saude e a analise molecular das amostras slifocarealizada pelo pesquisador no
Laboratério de Imunoepidemiologia do Departamenéo Ichunologia e no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do CPqAM/Fiocruz.

6.2 Desenho do estudo

Foram selecionados 165 pacientes com idade suefdiéranos, de ambos 0s sexos,
com suspeita de tuberculose pulmonar que procurasaservicos de saude acima citados
para atendimento clinico e laboratorial. E um estul® ensaio clinico de validacéo,
prospectivo e duplo-cego, em que o diagnosticd filmapaciente sé era disponibilizado a
equipe do laboratério apdés todo o processamentordedrial das amostras clinicas e a
conclusédo de analise dos dados.

6.3 Casuistica

Os pacientes considerados suspeitos de ter TB facprales que apresentaram dois
ou mais dos seguintes sintomas - perda de pesgemmeadiologica pulmonar alterada, tosse
por mais de 15 dias, febre prolongada ndo esctiresudorese noturna. Apds definicao

diagnéstica, os pacientes foram classificados ceegae:

a) Grupo 1 - TB pulmonar: quadro clinico e/ou radioldgico compativel com TB
ativa, isolamento ddM. tuberculosis em amostra clinica através da cultura, ou

melhora clinica evidente apds tratamento espedificdinal dos tratamento);
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b) Grupo 2 - N&o TB: Pacientes com afec¢Bes pulmonares inespecificas,
diagnosticados pelo médico acompanhante do serd&osalde e exames

laboratoriais de baciloscopia e/ou cultura negativo

6.4 Critérios de definicdo de caso de TB PulmonaPadrédo — ouro

Para o estudo foi estabelecido como dgfmde caso de TB pulmonar a presenciido
tuberculosis na cultura em meio especifico e/ou melhora clime@ente apds o final do
tratamento especifico, segundo o médico acompambargervico de saude.

Também foram avaliados, isoladamente, diferentdgdpa-ouro:

a) Visualizacao de bacilos alcool-acido resistentebaciloscopia;

b) Presenca dbl. tuberculosis na cultura em meio especifico.

6.5 Critérios de exclusao

Os pacientes cujo tratamento para TB ja tinha sigkiado ou que ndo concordaram

em participar da pesquisa.

6.6 Critérios de Perda

Pacientes cujas amostras biologicas coletadas forasuficientes para o
processamento no laboratério, impossibilidade detigdo da PCR, cultura contaminada ou o
diagnostico final ndo foi esclarecido.

6.7 Consideracdes éticas

Todos os pacientes foram esclarecidosesabpesquisa e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, em duas vidsrarte a sua participacao (Apéndices A e
B). Caso o paciente fosse menor de idade, o redpeinselo mesmo poderia assinar o termo
para a coleta do material bioldgico e participagaopesquisa. As informacdes clinicas,
epidemiolégicas e laboratoriais relevantes de gaaéente foram registradas em uma ficha

previamente elaborada e depositadas em um banadadies, para permitir as analises
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estatisticas (Apéndice B). O acompanhamento arieated destes pacientes foram feitos pelo
médico responsavel. O presente projeto teve pack@provacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do CPgAM n° 086/2010 (Anexo A).

6.8 Métodos de processamento das amostras biolégica

6.8.1 Coleta e descontaminacdo das amostras decesca

Foram coletados de 1-5 ml de escarro obtido atrdeésliminacdo espontadnea em
tubo seco rosqueado e estéril, em uma Unica antstra paciente em jejum, ao acordar. As
amostras coletadas foram estocadas entre 4 a 83cCyais que 24 horas e transportadas
para o CPgAM para serem processadas. A desconggoinfoi realizada seguindo o
protocolo do Método de Petroff (NaOH 4¥BARRETO, 1994; BRASIL, 2008).

6.8.2 Baciloscopia

O protocolo de coloracdo pelo método d&ehl-Neelsen para a identificacdo e
quantificacdo dosacilos alcool-acido resistentd BAAR) foi realizado pelos técnicos do
laboratorio central Julido, de acordo com as norméasicas do Manual Nacional de
Vigilancia da Tuberculose e outras MicobactériaRABIL, 2008).

6.8.3 Cultura e Identificagdo de micobactéaasmeio Lowenstein-Jensen

Apo6s descontaminacgao, 0.2ml do sedimento faameados em trés tubos contendo o
meio Lowenstein-Jensen: um tubo de meio Léwenskensen (simples), um tubo de meio
Loéwenstein-Jensen com PNB (acido para-nitrobenz@com tubo de meio Lowenstein-
Jensen com TCH (Hidrazida do acido 2 carboxili€@y.tubos foram colocados em estufa a
37°C onde eram lidos uma vez por semana durangam@ras ou até quando ocorresse 0
crescimento de col6nias. Estes meios passaranegtestde esterilidade (estufa a 37° C sem
inoculagdo de amostra) e controle de qualidade éio ifmoculacdo de cepa de referéncia
H37Rv de M. tuberculosis). Para a diferenciacdo das espécies de micolastén

complexoM. tuberculosisdas micobactérias ndo tuberculosas foram reakizamo testes
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bioquimicos: teste de inibicdo de crescimento erio mem &cido p-nitrobenzéico (PNB),
inibicdo de crescimento em meio com Hidrazida ddddctiofeno 2-carboxilico
(TCH), acumulacao de Niacina e catalase termods#68° C. A cultura foi realizada por
um técnico do laboratorio de Imunoepidemiologigpoesavel unicamente por este método,
segundo o Manual Nacional de Vigilancia da Tube&sele outras Micobactérias (BRASIL,
2008), sendo duplo-cego.

6.8.4 Extracao e purificacdo de DNA de amostrasoels

A extracdo de DNA das amostras de escarro foi afleticom dckit QlAamp DNA

Mini Kit (Qiagen), de acordo com as recomendaces fabricante. Inicialmente, foi
adicionado 20 ul da proteinase K a uma aliquot20@eu| da amostra previamente preparada
(item 6.4.1). Em seguida, 200 ul do Buffer AL fare@scido & amostra e homogeneizada no
vortex por 15s, sendo entdo incubada em banho-m@ri&6 °C por 10 minutos.
Posteriormente, foi submetida a centrifugacdo &QB.rpm por 1 minuto. Apds a
centrifugacédo, adicionou-se 200 pl de etanol (9806%) a amostra e esta foi mixada no
vortex por 15 segundos. Depois, foi novamente idegada a 13.000 rpm por 1 minuto. A
amostra foi transferida para a coluna especifickitjoe centrifugada a 8.000 rpm por 1
minuto. A coluna foi colocada em um novo tubo anlelokit, e descartado o tubo contendo
o filtrado. Adicionou-se a coluna 500 ul do Buff@V1. Realizou-se a centrifugacdo a 8.000
rpm por 1 minuto. Posteriormente, a coluna foi catta em um novo tubo coletor e foi
descartado o tubo contendo o filtrado da centrifdga Adicionou-se o Buffer AW2 e a
amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 3 minus seguida, a coluna foi colocada em
um novo tubo coletor e descartado o velho tuboerwt o filtrado. Novamente centrifugou-
se a amostra a 14.000 rpm por 1 minuto. A columadmcada em um tubo previamente
identificado. Adicionou-se 200 pl do Buffer AE naluna contendo a amostra. Apds esta
etapa, a amostra foi deixada em repouso por 5 psrattemperatura ambiente para melhor
concentracdo do DNA. Por ultimo, foi centrifugada8®00 rpm por 1 minuto, sendo

descartada a coluna e guardado o tubo contendostram
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6.8.5 Curva de diluicdo utilizando cepa de refeegémo Mycobacterium tuberculosis em

amostra de escarro.

Foi coletada uma amostra de escarro de indivichtoreatico respiratorio, porém com
diagnostico final definido como “ndo TB”, de acordmm os exames laboratoriais negativos
(baciloscopia e cultura) para a doenca e confirnpadio médico do servi¢o de saude.

Adicionou-se uma quantidade conhecida de cepa féeéneia deM. tuberculosis
(H37Rv) em uma aliquota da amostra de escarrcaenfoealizadas diluicbes consecutivas, de
fator 10, variando de 3xi@tubo n° 1 da Escala de Mc Farland) a 3xtécilos/ml, para
avaliar a menor quantidade de DNA gendmico deteatad amostra de escarro pela gPCR. A
sensibilidade do ensaio foi definida pela ampl&ada menor diluicdo do DNA alvo quando
comparado a formacdo de dimerospieners em tubo sem DNA (controle negativo da

reacdo). A analise molecular foi realizada atralgsistema ABI Prism 7500.
6.8.6 Critérios de positividade da amostra de escar gPCR
Para o estabelecimento de positividade de amostrasdarro (detecgdo do alvo
IS6110 deM. tuberculosis na gPCR), foram definidos os seguintes critérios:
a) o valor deCt correspondente & amplificacdo da dltima diluicad (8 bacilos/ml)
obtida através de curva de amplificacdo, referaatitem 6.8.5;
b) obtencédo de duplicatas homogéneas.
6.9 Método molecular

6.9.1 Alvo molecular

A sequéncia de insercaodH0 foi o alvo para a PCR em tempo real que € encaatrad

especificamente em cepas do compliekoobacterium tuberculosis (HELLYER et al.1996).
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6.9.2 Condicdes da PCR em tempo real

As condic¢des da técnica foram baseadas nos jpiosaitilizados por Broccolet al.,
(2003), utilizando os oligonucleotideos TAQM3 (5G&CGAACCCTGCCCAG-3)) e
TAQM4 (5"-GATCGCTGATCCGGCCA-3"). A PCR em tempo Iréai processada através
do sistema ABI Prism 7500 (Apllied Biosystems, @/5) usando a sonda especifiegMan
5-TGTGGGTAGCAGACCTCACCTATGTGTCGA -3’ (e ROX comeferéncia passiva).

Os produtos de PCR foram detectados pela fluorescémitida pela sondéagMan ao
ser degradada pela atividade de exonuclease 5a-&nhzima polimerase. As condi¢cdes da
PCR foram: desnaturacao inicial a 95° C por 10maguida de 40 ciclos de desnaturacéo a
95° C por 15s; anelamento e amplificacd60d C por 1 min, utilizando 12,5 ul dat
TagMan, 1ul de cada oligonucleotideo, 1ul da sonda ed@uDNA extraido de amostra
clinica, adicionando agua mili-Q, perfazendo o wwduinal de 25pl.

Foram usados controles negativos (amostra sem ®&lé@m agua) com o objetivo de
detectar a presenca de resultados falso-positiunstodas as reacdes utilizou-se uma curva
de diluicdo de bacilos a partir de cepa de refemé(ld37Rv) doM. tuberculosis como
controle positivo, variando de 3x18 3x10 bacilos/ml. Os experimentos foram realizados
em duplicata. A andlise, interpretacdo e registwe tesultados realizaram-se através do
software ABI PRISM 7500 SDS (verséao 1.4 e 2.0.4).

6.9.3 Avaliacédo das amostras pelo gene constitdgactina

Para avaliagdo da presenca de DNA nas amostraidp na etapa de extracdo, foi
realizada gPCR do gene constitutivofdactina As condi¢cdes da PCR foram: desnaturacao
inicial a 95° C por 10min, seguida de 40 ciclogidenaturacdo a 95° C por 15s; anelamento e
amplificacdo &0° C por 1 min, utilizando 12,5 ul dot TagMan 2.5ul dokit TagMan
Endogenous Control (500nM da sonda e 300nM dosomligeotideos) e 9ude DNA
extraido de amostra clinica, adicionando agua @ilperfazendo o volume final de 25ul.
Foram usados controles negativos com o objetivdedlectar a presenca de resultados falso-
positivos. Os experimentos foram realizados emiclafal. A andlise, interpretacdo e registro
dos resultados foram realizadas através do softABiePRISM 7500 SDS (versao 1.4 e
2.0.4).
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6.10 Andlise Estatistica

Para a elaboracdo deste projeto, foi realizamocalculo amostral no programa
estatistico Epi-Info, considerando a frequénciacesta do evento de interesse de 85%
(KIBIKI et al., 2007), com preciséo de 5% e popéacalvo de 4.048 pacientes com
tuberculose pulmonar. A amostra calculada reswdtoul34 individuos ao nivel de confianga
de 95.0%.

Na analise comparativa entre as variaveis qualitatioi aplicado o teste kappa para a
andlise de concordancia o teste qui-quadrado paemadise de associacdo, e quando
necessario o teste de Fisher. Todas as conclus@s fomadas ao nivel de significAncia de
5% (p<0.05). Para avaliacdo dos testes foram ealasl a sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN teste como descrito em Ferreira e
Avila (2001). O indicekappa foi utilizado para verificar a concordancia erdragnosticos de
dois especialistas, em que se avalia a precis@amndeétodo diagndstico comparando-0 com
um diagnostico-referéncia (ARANGO, 2009). Dadosesultados foram introduzidos e

analisados pelo programa SPSS 18.0 for Windows.
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7 RESULTADOS

7.1 Andlise do perfil clinico, epidemiologico e lairatorial dos individuos participantes

do estudo.

No estudo foram avaliados 165 individuos com stspinica de TB pulmonar. Do
total de individuos selecionados, 66 (40.0 %) apresam diagnodstico final de TB pulmonar
e 99 (60.0 %) foram portadores de outras doenggsraddrias, sendo classificados como
grupo “ndo TB”. A idade variou de 17 a 92 anosaauiédia foi de 41 ano$ (14.88). No
grupo com TB pulmonar (n = 66), 51 individuos fordmsexo masculino (77.27 %) e 15 do
sexo feminino (22.73 %). Em relacdo a idade, 53pées estavam na faixa etaria de 17 a 50
anos, e 13 na faixa etaria com mais de 17 a 92 &@wesnto a procedéncia, 51 (77.27%)
pacientes foram provenientes de ambulatorio e 2582%) de enfermarias de instituicdes do
Sistema Unico de Satde. Quarenta e sete (71.2843emtaram alteragdes no parénquima
pulmonar no raio-x, 7 (10.6%) o raio-x foi normal2 (18.18 %) néo realizaram o exame. A
baciloscopia foi positiva em 62 (93.9 %) e a catoonfirmou o diagndstico de TB pulmonar
em 62 pacientes (Tabela 1). No grupo diagnosticadw “ndo TB”, 45 (45.45%) individuos
foram do sexo masculino e 54 (54.55 %) do sexorfemmi Quanto a idade dos participantes,
67 (67.67%) tinham até 50 anos e 32 (32. 33%) iddos tinham mais de 50 anos. Em
relacdo a procedéncia, 87 (87.88%) pacientes faranenientes de ambulatério e 12 (12.12
%) de enfermarias dos servicos de saude. Dezessivéduos (16.16 %) apresentaram
alteracdes compativeis com outras enfermidadesrag®jas, 78 (78.78 %) apresentaram o
exame normal e 5 (5.05 %) nao fizeram o referidomex Quanto aos exames bacteriolégicos,

92 (92.9 %) individuos apresentaram baciloscopgaiinea e 99 foram negativos na cultura

(Tabela 2).
Tabela 1.Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dosi6&iduos diagnosticados como “TB doenca”.
(continua)
TB doenca (66 pacientes) N %

Sexo
Masculino 51 77.27
Feminino 15 22.73
p <0,0001
Idade
De 17 a 50 anos 53 80.30
De 51 a 92 anos 13 19.70

p = 0,074
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Tabela 1.Caracteristica clinicas e epidemioldgicas dos @&iduos diagnosticados como “TB doenca”.

(concluséo)

TB doenca (66 pacientes) N %
Procedéncia
Ambulatorio 51 77.27
Enfermaria 15 22.73
p= 0,071
Radiografia de Térax
Alterada 47 71.22
Sem alteracdes especificas 7 10.60
N&o realizado 12 18.18
p < 0,0001
Exames bacterioldgicos
Baciloscopia positiva 62 93.93
Cultura em meio LJ positiva 62 93.93

p < 0,0001

Fonte:Elaborado pela autora

Tabela 2.Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos@®iduos diagnosticados como “Nédo TB".

N&o TB (99 pacientes) N %
Sexo
Masculino 45 45.45
Feminino 54 54.55
p < 0,0001
Idade
De 17 a 50 anos 67 67.67
De 51 a 92 anos 32 32.33
p =0,074
Procedéncia
Ambulatério 87 87.88
Enfermaria 12 12.12
p= 0,071
Radiografia de Térax
Alterada 16 16.16
Sem alteracdes especificas 78 78.78
Nao realizado 5 5.06
(p < 0,0001)
Exames bacterioldgicos
Baciloscopia negativa 92 92.92
Cultura em meio LJ negativa 99 100

(p < 0,0001)

Fonte: elaborado pela autora
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7.2 Avaliagdo do limite de deteccdo da qPCR atravéke curva de diluicdo de cepa de

referéncia deM. tuberculosis (H37Rv) em amostra de escarro

Observou-se que o sistema foi capaz de detect8bat@los/ml ou 15 fg de DNAjue
amplificou no ciclo Ct) 30, sendo este utilizado como limite maximo dsitpadade nas

amostras de escarro (Figura 3).

Figura 3 - Grafico de amplificacdo de qPCR utilizando o sigelagMan com DNA de
cepa de referéncia dd. tuberculosis (H37Rv), realizado a partir de curva de diluicdo
com amostra de escarro adicionada de bacilos giavei
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Fonte: APPLIED BIOYSTEMS, 2011.
Nota: Curva de diluicdo consecutiva de fator 10, varadd 3x10a 3x10 bacilos/ml.
O limite méximo de deteccao é db&ilos/ml, correspondente &b 30.

7.3. Avaliacdo da técnica de gPCR em amostras decago coletadas de pacientes

suspeitos de TB pulmonar

Foram analisadas 165 amostras de escarro de mc@orh suspeita de TB pulmonar.
Destas amostras, 60 (36.4 %) foram positivas naRgeClL05 (63.6 %) amostras foram

negativas (Figura 4).
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Figura 4 - Gréfico de amplificacdo de gPCR utilizando o sistdelgMan com amostras
de escarros de pacientes diagnosticados com TEnelTBe Amostras de escarro foram
positivas daCt 18 ao 30.
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Fonte: APPLIED BIOSYSTEMS, 2011.
NotaAnalise molecular realizada utilizando curva daigéio de 3x10a 3x10 bacilos/ml.

7.4 Avaliacdo do desempenho da gPCR em amostras dsscarro utilizando a

baciloscopia como padréo-ouro

A sensibilidade da gqPCR em amostras deresgtlizando a baciloscopia como padréo-
ouro foi de 79.7 % (IC=70.2 a 89.2) e a espadiide de 94.8 % (IC=90.3 a 99.2) (Tabela 3
e 6). A baciloscopia e a gPCR apresentaram uma dooaordancia entre o0s testes,
demonstrados pelo indice de Kappa de 0.76. O dalqr para ambos os testes foi altamente

significante (p < 0,0001 pela correcéo de Yates).

Tabela 3 - Desempenho da técnica de gPCR nos 165 pacientessgspeita de TB pulmonar utilizando a
baciloscopia como padréo-ouro.

Baciloscopia
gPCR TB doenca N&o TB Total
Positivo 55 5 60
Negativo 14 91 105
Total 69 96 165

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S = 79.7 %; E = 94.8 %; VPP = 91.7 %; VPN = 86.7 %
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7.5 Avaliagdo do desempenho da qPCR em amostras dscarro utilizando a cultura
como padréao-ouro

Considerando a cultura como o padrdo-ouro, a dbdate e especificidade das
amostras de escarro avaliadas foram de 87.1 % {838-a 95.4) e 94.2 % (IC= 89.7 a 98.7),
respectivamente (Tabela 4 e 6). A cultura e a gB@Rsentaram uma elevada concordancia

entre os testes, demonstrados pelo indice de KadgppaB82 (p < 0,0001).

Tabela 4-Desempenho da técnica de gPCR nos 165 pacientesuspeita de TB pulmonar utilizando a cultura
como padrédo-ouro.

Cultura
gPCR TB doenca N&o TB Total
Positivo 54 6 60
Negativo 8 97 105
Total 62 103 165

Fonte: elaborado pela autora.

Nota: S = 87.1 %; E = 94.2 %; VPP =90.0 %; VPN =92.4 %

7.6 Avaliacdo do desempenho da qPCR em amostrasekearro utilizando a cultura e/ou

resposta ao tratamento especifico como padréo-ouro

A sensibilidade da gPCR em amostras de escaripantlo a cultura e/ou resposta ao
tratamento (TTO) especifico como padrdo-ouro foi8¥e9 % (IC= 80.0 a 95.8) e a
especificidade de 98.0 % (IC= 95.2 a 100.8) (Tabetab). A cultura e/ou resposta ao TTO e
a qPCR apresentaram uma elevada concordanciaosntestes, demonstrados pelo indice de
Kappa de 0.87. O valor de p foi altamente signifiegp < 0,0001 pela correcéo de Yates).



45

Tabela 5 - Desempenho da técnica de gPCR nos 165 pacientessuspeita de TB pulmonar utilizando a
cultura e/ou resposta ao tratamento especificmqmadrdo-ouro.

Cultura e/ou resposta ao TTO

gPCR TB doenca N&o TB Total
Positivo 58 2 60
Negativo 8 97 105

Total 66 99 165

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S= 87.9 %; E = 98 %; VPP=96.7%; VPN = 92.4 %

7.7 Avaliacdo do desempenho da gPCBm comparacdo com os métodos convencionais

de diagndstico utilizados como padréo — ouro isolatnente

O desempenho da gPCR foi avaliado utilizando aldsmpia isoladamente, cultura
isoladamente, cultura e/ou a resposta ao tratamesmpecifico como padrdes-ouro. A qPCR
apresentou sensibilidade de 79.7%, especificided84.8% e indice kappa de 0.76 ao se
utilizar a baciloscopia como padréo-ouro. Quandmléura foi considerada como padréo-
ouro, a qPCR obteve sensibilidade de 87.1%, espdeifie de 94.2% e indice kappa de 0.82.
A sensibilidade, especificidade e indice kappa B&R) foram de 87.9 %, 98 %, e 0.87,
respectivamente, ao utilizar a cultura e/ou regpasttratamento como padrédo-ouro (Tabela
6).

Tabela 6 -Desempenho da técnica de gPCR nos 165 pacientesuspeita de TB pulmonar em comparacao
com os métodos convencionais de diagndstico ulitigazomo padréo — ouro isoladamente

gPCR
Padrdo-ouro Sensibilidade Especificidade indice kappa
Baciloscopia 79.7 % 94.8 % 0.76
Cultura 87.1% 94.2 % 0.82
Cultura e/ou
resposta ao 87.9 % 98 % 0.87

tratamento

Fonte: elaborado pela autora
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8 DISCUSSAO

A confirmacéo diagnostica da TB pulmonar continelad® um desafio diario para os
clinicos e microbiologistas, por caréncia de tededsoratoriais que apresentem bom
desempenho na detecgdo do bacilo (KHECHINE; DRANBDIU2011). A baciloscopia e a
cultura sdo os exames atualmente preconizadosMialetério da Saude para confirmar os
casos suspeitos de tuberculose pulmonar (BRASIL0,2P011). Em alguns casos, nos quais
o diagnéstico laboratorial ndo é conclusivo, a eordcao diagnostica é feita baseada na
associagdo de critérios clinicos, epidemiologicosresposta a terapéutica especifica.
(KHECHINE; DRANCOURT, 2011).

A pesquisa do bacilo alcool-acido resistente (BAABBIo método de Ziehl-Nielsen,
por ser uma técnica simples e de baixo custo, aisuilizada, permitindo detectar de 60% a
80% dos casos de tuberculose pulmonar (BRASIL, ROPbr outro lado, a cultura,
considerada o padrdo-ouro para o diagnéstico dardulnse, € um método de elevada
especificidade e maior sensibilidade no diagnosti@saloenca. Nos casos pulmonares com
baciloscopia negativa, a cultura do escarro podeeatar em até 30% o diagnostico
bacteriolégico da doenca. No entanto, sdo necassde 4 a 8 semanas para a obtencdo do
resultado (BRASIL, 2011).

Devido aos problemas na confirmacdo diagnésticaBrasil, cerca de 26,7% dos
pacientes adultos sao tratados como casos de TBopal, sem confirmacéo bacteriologica
no momento da adocao da terapéutica (MELLO, 20@1gstimativa para os proximos 20
anos é que o aumento da deteccdo de casos posza edncidéncia de TB em 41%,
(CHAGAS et al., 2010) além de minimizar a emergé@mig cepas resistentes aos antibioticos
utilizados naqueles pacientes que mesmo sem diggmadeiciam o tratamento.

Observa-se que os métodos laboratoriais tradigoapiesentam falhas e, por isso,
atualmente técnicas moleculares vem se destaca@oit,sdo mais rapidas, especificas e
sensiveis. Desta forma, na tentativa de contripaia um diagnostico rapido e seguro da
tuberculose, e tentar superar as dificuldades éramas com os testes tradicionais, um
sistema baseado em PCR em tempo real foi avaliesta pesquisa.

Em relagdo a casuistica estudada, observou-se uwmalagdo estatisticamente
significante (p < 0,0001) em relacdo ao sexo ddwiduos participantes. O sexo masculino
foi 0 mais frequente, e entre os doentes, a prépoigi de trés casos masculinos para um
feminino, concordando com o encontrado na liteeat{8EVERO; LEITE, 2005). Dados

semelhantes foram relatados em outros estudosgjay adoecem por tuberculose mais



47

homens do que mulheres, talvez devido a diferengasposicéo ao bacilo, ao modo de vida
e as condic¢oes de trabalho (BETHLEM, 1975; CAVALCHNt al., 2006).

A faixa etaria foi dividida em 2 grupos: de 17 a &3os referente a populacao
economicamente produtiva e com mais de 50 anodpseigrupo menos ativo. Observou-se
gue ocorreu uma predominancia elevada dos pamigpano grupo até 50 anos e entre 0s
doentes (80.3%), com a frequéncia acompanhanddragaacional de incidéncia da doenca,
apesar do resultado néo ter sido estatisticamémédicante. Estudo mostra que em 18,5 %
dos casos, as mortes ocorrem em adultos na faika €e 15 a 59 anos, ou seja, a fase mais
produtiva da populacao (SILVA, 2002).

A maioria da populacédo estudada foi provenientardbulatérios que realizam busca
ativa de sintomaticos respiratorios, apesar deteéi@ido observada correlacdo estatistica
significante entre a frequéncia de pacientes derewiria e ambulatorio. A maioria dos
pacientes suspeitos de TB recebem atendimento @ aiwmbulatorial, e quando sao
diagnosticados como doentes, o tratamento podeaigado a domicilio, com a superviséo e
acompanhamento de agentes de saude. Os pacidgrteados geralmente apresentam estado
mais grave, como os portadores de HIV, usuariodrdgas ou moradores de rua (BRASIL,
2011).

A radiografia de térax é um método diagndstico imgrdg na investigacdo da
tuberculose. No presente estudo, 10.6% dos indgidom TB pulmonar ndo apresentaram
alteracOes radioldgicas, concordando com a litexaétn que o percentual alcanca até 15%
dos casos (BRASIL, 2011). Nos pacientes diagnagicasem TB, observa-se que
aproximadamente 16.6% apresentaram alteracOesliognafia, justificada por o exame por
serem inespecificas e compativeis com outras deeaspiratérias (PICON et al., 1993).

Todos os pacientes do estudo realizaram bacilosemultura, sendo 93.93% com
resultado positivo em ambos os testes no grupoTd@®mulmonar. Apesar de o resultado ter
sido coincidente nos exames bacterioldgicos, néfams mesmos pacientes. Nos individuos
definidos como nao TB, 92.92% apresentaram badfpacnegativa e 100% apresentaram
cultura negativa.

Neste estudo, foi observado que a PCR em tempmhbéabe um excelente limite de
deteccdo, de até 3 bacilos/ml Mtycobacterium tuberculosis. Comparando-se com outros
estudos, Portillo-Gémez et al. (2000), através @R Bimples, encontraram um limite de
deteccdo de DNA gendmico dw. tuberculosis de um bacilo ou 5fg de DNA, quantidade
similar a encontrada nesta pesquisa. Lima et @d9Robtiveram uma sensibilidade maior de

deteccéo de 0,1 fg (menos que um bacilo) com actde Nested-PCR, provavelmente por
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ocorrer em duas reacdes consecutivas utilizandweésple oligonucleotideos, o que aumenta
tanto a sensibilidade quanto a especificidade dddg&. Entretanto, € importante salientar que
os sistemas de PCR convencionais referidos exiggmocessamento pos-PCR através de
eletroforese para obtencéo do resultado, o quétaesm menor precisao e reprodutibilidade
da técnica. Diferentemente, a PCR em tempo reéibdaano estudo, além de ser mais rapida
e especifica, os resultados sédo obtidos simultae@@mao processamento das amostras. Issa
et al. (2012), utilizando a técnica de gPCR, enmapain uma sensibilidade de deteccéo de 10
pg (equivalente a 2.000 bacilos/ml), limite abaito encontrado no presente trabalho,
possivelmente por ter se utilizado o alggrB, diferente daquele selecionado em nosso
estudo. Broccolo et al. (2003), utilizando o messigiema de PCR em tempo real deste
trabalho, obtiveram um limite maior de deteccéolfdge provavelmente por ter se avaliado o
sistema com DNA plasmidial diluido em &agua, livre idibidores presentes na amostra
clinica.

Os ensaios de PCR em tempo real devem ser de apmlcbntrolada utilizando o
limite de deteccdo como uma das medidas para gi@nefa. Ensaios com limite de deteccgao
menor, em torno de 10 fg/ul tém o potencial de aggicado em amostras clinicas por
conseguirem detectar uma quantidade de DNA muitjugrea (SANKAR et al., 2011).
Assim, no presente estudo o excelente limite decgéb encontrado através da gPCR,
permitiu a utilizagdo da técnica com amostras @isyiinclusive em pacientes paucibacilares.

Para o bom desempenho da PCR, varios fatores desefavados em consideracao,
sobretudo a descontaminacdo das amostras e o nudaaldracdo de DNA. A desproporgao
entre a velocidade de crescimento das micobactéride outras bactérias torna necesséria
uma descontaminacdo das amostras clinicas contaictobiota associada, que, quando
presente, pode impedir a multiplicacdo dos baddeando a um resultado falso-negativo
(THORTON et al., 1998). O uso de alguns agentesotgminantes juntamente com agentes
mucoliticos (utilizados para liqguefazer os restgganicos e liberar os bacilos intracelulares
do escarro) podem levar a uma perda de viabilidadeacilo (KENT; KUBICA, 1985). Por
isto, optou-se pela descontaminacdo com o métodBett®ff, o qual utiliza hidroxido de
sédio a 4%, um dos métodos mais empregados poruidegtande parte de bactérias
contaminantes, além de liquefazer o material. l[dpaetle descontaminacéo, as manipulagcdes
da amostra podem causar erros de amostragemoiac diluicdo de amostra inadequada, a
aspiracdo acidental do pellet ao remover o sobestad e contaminacdo cruzada
(LEMAITRE et al., 2004; YAJKO et al., 1995).
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Na extracdo, etapa seguinte a descontaminacdo;sdewenseguir realizar uma
eficiente liberacdo de acidos nucléicos das ammstemocdo dos possiveis inibidores da
PCR e evitar a degradacdo dos acidos nucléicosn alé assegurar uma concentracao
adequada de DNA. Isso é relativamente facil parasale mamiferos, porém muito mais
dificil e inconsistente para alvos em bactériasngfs, protozoarios e parasitas
(KALTENBOECK; WANG, 2005).Na extracdo de amostras de escarro selecionoukge o
QIAamp DNA, onde o objetivo foi melhorar a extragiovavelmente para ganhar qualidade
na amplificacdo do DNA através da PCR em detrimarperda de bacilos. Freqientemente,
o fator limitante na detecc¢éo de baixo numero ggaso como é o caso dé. tuberculosis, é
a preservacgao e recuperacdo do alvo na extragaoidio nucléico, visto que o desempenho
da técnica de PCR pode sofrer influénciasdbstancias inibidoras presentes nas amostras
(KALTENBOECK; WANG, 2005).

Para avaliar melhor o desempenho da qPCR foranmdesados diferentes métodos
de diagndstico como padréo-ouro: baciloscopiaucaltcultura e/ou resposta ao tratamento
especifico. A baciloscopia é o principal exame tatmyial realizado de rotina em todos os
pacientes com suspeita de TB pulmonar. A cultureegame considerado como padrao-ouro
no diagndstico bacteriol6gico da tuberculose, ségua Ministério da Saude (BRASIL,
2011). Devido a falha na sensibilidade da bacilpsce retardo na obtencdo do resultado
através da cultura, um elevado numero de pacientassuspeita de TB iniciam o tratamento
especifico considerando a associacdo de critétiogas, epidemioldgicos e resposta a
terapéutica especifica no diagnostico da doencASR 2011).

A gPCR apresentou um bom desempenho quando selemmsia baciloscopia como
padrdo-ouro, com uma boa concordancia entre ossteBlas 66 amostras de escarro de
pacientes com TB pulmonar, a baciloscopia foi pa@siém 62, sendo 55 positivas também na
gPCR. Das 4 amostras cuja baciloscopia foi negatidas foram positivas na cultura e 3 na
gPCR, tendo os 4 pacientes respondido ao tratanaeitd B, podendo serem considerados
como resultados falso-negativos. Em relacdo areylencontrou-se positividade em 62, com
4 amostras negativas, porém positivas na qPCR leaoidoscopia, cujos pacientes foram
tratados obtendo-se boa resposta clinica. Destmaforestes resultados podem ser
considerados como falso-negativos através da eulf@or outro lado, em relacdo as 99
amostras de escarro de pacientes sem TB, 92 foegativas e 7 positivas na baciloscopia.
Destaca-se que 4, entre estas 7 amostras, tive@mrmmumero de bacilos (BAAR 1+),

porém foram todas negativas através da cultura €RqQRComo estes pacientes néao
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apresentaram crescimento para micobactérias atipice&io responderam ao tratamento para
tuberculose, provavelmente esses resultados faksampositivos através da baciloscopia.

A confiabilidade da leitura da baciloscopia € akate dependente da experiéncia do
profissional do laboratério, da qualidade da anaostrcarga bacilar presente na amostra
(BRASIL, 2002; CHIMARA et al., 2009; KONEMAN, et .aR001), podendo ocasionar
resultados falso-positivos ou falso-negativos. 8dguorientacdo do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011), duas amostras de escarro deveriamcgletadas em dias consecutivos,
tornando o procedimento “lento” e dificultando aes@lo do paciente com 0 processo
diagndstico. No presente estudo optou-se por néstacoduas amostras de escarro pelas
dificuldades citadas. No caso do paciente ndomatamom a segunda amostra, o diagndstico
nao é realizado da forma indicada e, portanto, @apmomete o0 resultado do exame.
(BRASIL, 2011).

A gPCR, considerando apenas a cultura como padn@p-@presentou uma boa
sensibilidade e elevada especificidade, com unaacalhcordancia entre os testes. Todos o0s
pacientes que foram diagnosticados sem TB apreaentzultura negativa, demonstrando a
alta especificidade da cultura descrita na liteeat{BRASIL, 2011; KIBIKI et al., 2007,
LEMAITRE et al., 2004; YANG et al., 2010). Trés petes que foram identificados como
portadores de micobactérias atipicas (ndo-tubesagjaatravés da cultura e teste bioquimico,
foram negativos na baciloscopia e qPCR, néo ter isiciado o tratamento especifico.
Esta especificidade do sistema ja foi previamentdiala com micobactérias atipicas em
estudo de otimizacdo da técnica, sendo apenastatbieo alvo 1S6110 no complexo
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis e M. bovis) (LIRA, 2009). Apesar de se poder
diferenciar as micobactérias através da culturdemora em se obter o resultado (até 8
semanas) pode comprometer o inicio do tratamerRA@BL, 2011; KIBIKI et al., 2007).

Ao considerar o padrao-ouro definido pelo nossadestomo a cultura e/ou resposta
ao tratamento especifico, a qPCR apresentou umleexeedesempenho, com uma boa
sensibilidade e especificidade. A gPCR detectou NM. tuberculosis em 2 amostras de
pacientes cujos exames convencionais (bacilosceptaltura) foram negativos, reatores
fortes ao teste tuberculinico de Mantoux e possthigtria de contato com doenca ativa . E
provavel que estes pacientes tivessem bacilos isi@meulantes, tendo sido considerados
como portadores de TB infec¢do e iniciado quimifawia secundéria. Oito amostras foram
negativas na gPCR, mas apresentaram cultura @os#tivesponderam ao tratamento,
provavelmente tratando-se de amostras falso-negatiYestas amostras, 3 apresentaram um

baixo nimero de bacilos (BAAR 1+) e uma foi negatha baciloscopia (CLEARY et al.,
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2003; MILLER et al., 2002). Neste caso, a faltaad®lificacdo do DNA ddV. tuberculosis
através da gqPCR pode estar relacionada a ausémdaidos nucléicos ou a presenca de
inibidores na amostra. No trabalho de Anjos-Filhale(2002) foi encontrado que cinco por
cento dos espécimes clinicos avaliados continhdmdores de PCR e foram responsaveis
por seis dos nove resultados falso-negativos. Gittracdo que poderia justificar o resultado
negativo para PCR e positivo para cultura seriaisrecia ou baixo nimero de coépias do
marcador molecular investigado em um percentual alagstras analisadas (LIMA et al.,
2007). Suffys et al. (2001) ao avaliarem a PCR cdermmenta para o diagnoéstico da
tuberculose pulmonar utilizando o alvo 1S6110, teekam positividade em apenas 44% dos
casos com diagndstico clinico e radiolégico de ruidese. A baixa sensibilidade foi
justificada pela introducéo de substancias inil@daturante o procedimento de extracao.

Com o objetivo de analisar a eficiéncia do métodaexitracdo, algumas amostras de
escarro foram submetidas a técnica de gPCR pasm® ¢pnstitutivo df-actina, que esta
presente em todas as células animais. Para conf@rranfiabilidade do sistema @eactina,
foram analisadas amostras verdadeiramente poseivaagativas de acordo com o padrao-
ouro estabelecido, ocorrendo amplificacéo do genstitutivo em todas. Para melhor avaliar
as 8 amostras falso-negativas através do testecohaie as mesmas foram submetidas a
gPCR para o gene constitutivo [gfactina. Destas, em 4 nao foi detectado o gendittgn®
da p-actina, ou seja, provavelmente a amostra ndo rdteantDNA. Como o DNA daV.
tuberculosis esta em concentracé@aixo do DNA humano, ndo se pode afirmar que nas 4
amostras clinicas cujo geneflactina foi amplificado havia DNA do bacil@ que o gene sé
esta presente nas células de animais.

Ao se utilizar como padrao-ouro a cultura e/ou @esp ao tratamento, observou-se
que a sensibilidade da técnica aumentou cerca dé/9% para 87.9%) em relacdo ao seu
desempenho quando se considerou a baciloscopia @@m@o-ouro isoladamente. O
aumento observado na deteccdo de casos tem umtarguatsiderado em uma regido com
alta prevaléncia da doenca, como o nordeste doil.BAasspecificidade demonstrou ser
semelhante ao utilizar como padrdo-ouro a bacifmace a cultura separadamente, porém
observou-se um aumento ao definir o padrao-ourmaeultura e/ou resposta ao tratamento.
Neste caso, para se obter um melhor desempenh®CR,qeve ser considerado além do
resultado dos testes convencionais, a respostaackiio paciente ao tratamento especifico,
visto que amostras paucibacilares podem nao apaeserescimento do bacilo (BRASIL,
2008, 2011)
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Ao se analisar o indickappa entre a gPCR e os diferentes padrées-ouro avaliado
notou-se uma boa concordancia com a baciloscop@ménp seu valor aumentou
progressivamente quando comparada com a cultUealése associada a resposta terapéutica.
Deste modo, observou-se que a gPCR é um métodaesgmpenho depende diretamente do
nivel de sensibilidade e especificidade da téampiease considera como padrao-ouro.

Broccolo et al. (2003), utilizando o mesmo sistainapresente estudo, encontraram
uma sensibilidade de 98% e especificidade de 97%, amostras pulmonares e
extrapulmonares. E provavel que esse desempenha séo elevado, pois o padrdo-ouro
definido utilizou resultados da cultura, baciloseppachados clinicos e radioldgicos, e
resposta ao tratamento antituberculose. No estadsrmiand et al. (2011) a sensibilidade da
gPCR utilizando o alvo IS6110 e sonda especifaigman foi de 79.1% e especificidade de
84%, enquanto que em outro trabalho se obteve 1% de sensibilidade e 95.8% de
especificidade para amostras respiratorias (KIMalet 2011), desempenhos inferiores ao
obtido em nosso estudo. No trabalho realizado panditre et al. (2004), encontrou-se
sensibilidade de 90% e especificidade de 100%,imp@»o desempenho obtido em nosso
trabalho. Yang et al. (2010), avaliando a técniea gPCR com diferentes espécimes
pulmonares, obtiveram sensibilidade de 91.5% ecdgpdade de 98.7%. A sensibilidade foi
melhor, provavelmente, por terem sido avaliada83Ld&mostras respiratérias, além do que,
foi utilizada uma extragdo automatizada com pdegcumagnéticas de silica, considerada
mais eficiente em relacdo aos outros metodos. Kigtikal. (2007), em um estudo com
amostras de lavado broncoalveolar (BAL) para agatada gPCR, obtiveram sensibilidade e
especificidade de 85.7% e 90.9%, respectivamenite. & al. (2011) utilizando também
amostras de BAL demonstraram uma sensibilidade Hé%Q porém com perda na
especificidade do sistema, sendo de 80%. Obserngaseo desempenho da gPCR com
amostras de escarro nesta pesquisa foi superiatrasoque utilizaram apenas amostras de
BAL. Estudos que, além de escarro incluiram outros espécbrénquicos, mostraram
aumento significativo do desempenho, com sensdabkdem torno de 89%, do que aqueles
que incluiram unicamente amostras de escarro, cemacde 75% de sensibilidade
(SARMIENTO et al.,, 2003). Assim, o0 paciente com ®itsp de TB tem uma maior
probabilidade de ter seu diagndstico bacteriolégitavés de um teste molecular quando se
utiliza vérios tipos de amostras.

A alta especificidade encontrada pela gPCR nesdisel&e concorda com a literatura,
em que a maioria dos trabalhos apresentam esp@ade acima de 95% (KIBIKI et al.,
2007; KIM et al.,, 2011; LEMAITRE et al.,, 2004; YANG@t al., 2010). Esta elevada
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especificidade do sistema pode ser justificada pélezacdo de sonda fluorogénica que
hibridiza com a sequéncia especifica do alvo. Tamtéve ser considerada a utilizagdo de
praticas laboratoriais adequadas, ja que todo cepsamento dos espécimes foi realizado em
areas de trabalho separadas, evitando a contarnidagsdamostras. Além disso, por ocorrer
manipulagdo dos tubos uma Unica vez durante todmecessamento da qPCR, o risco de
contaminacgdo é reduzido. Por conseguinte, o relsutta gPCR pode ser utilizado como uma
ferramenta excludente da tuberculose pulmonar,atmim mais rapido e eficiente o
diagndstico do paciente sem TB, e assim evitaratartrentos desnecessarios e consequente
emergéncia de cepas resistentes.

Como se tratou de um estudo de validacéo calcw@owni-galor preditivo positivo e
negativo do teste molecular. O valor preditivo pesi (VPP) indica a probabilidade do
paciente com um teste positivo ter a doenca. Or\akeditivo negativo (VPN) demonstra
qual a possibilidade de nao se ter a doenca cessutiado do teste seja negativo. Ressalta-se
que o VPP e VPN séo variaveis dependentes da preyalda doenca na populagdo em que
teste sera implementado. Assim, em localidades roemor prevaléncia de TB, o VPN sera
maior. Em paises com alta incidéncia da doencapcomBrasil, o quadro clinico de TB
pulmonar apresenta um alto VPP (KAISEMANN et ab042). A técnica de gPCR apresentou
um elevado VPP indicando que um resultado posp@de ser confirmatorio da doenca.
Apesar da regido estudada apresentar uma altalgmelada doenca, foi encontrado um alto
VPN, indicando que o sistema de gPCR analisadodguagagativo pode provavelmente ser
considerado também como um fator excludente deuli@gnar.

Para melhor avaliar o sistema de gPCR, foi calcutadalor do ciclo de amplificacao
limiar (Ct) para 0s casos positivos e para os negativos, send6,4 (19,7 — 30) e 34,0 (31,7-
38), respectivamente. Nossos achados corroboramocestudo de Kibiki e colaboradores
(2007), em que a média @i para 0s casos positivos foi de 25 e para os wegatie 35. O
Ct foi correlacionado com o numero de bacilos quigatifos na baciloscopia (em cruzes).
Desta forma, encontrou-se para amostras de esmarr@+++, 2++ e 1+ uma média Gbde
26.6, 28.3 e 31.3 ciclos, respectivamente. Destadpquanto maior a quantidade de bacilos
presentes na amostra, mais rapida sera a deteelg@gRCR, que tende a se tornar mais tardia
com a diminuicdo do numero de bacilos, concordarwho a literatura (CLEARY et al.,
KIBIKI et al., 2007; MILLER et al., 2002).

Métodos moleculares de amplificacdo do DNA propogiara o diagnostico da TB
demonstram ser uma abordagem mais efetiva em oedas@meétodos tradicionais, facilitando

o diagnéstico do paciente e o estabelecimentoad@aniento especifico.



54

A técnica de PCR em tempo real apresenta umadegrantagens: a possibilidade de
uma analise quantitativa da amostra ser realizaddeenpo real; correlacionar o resultado
quantitativo da carga bacteriana, com o estagiogaca, resposta terapéutica, e resisténcia a
drogas (PARASHAR et al2006); identificar e diferenciar as micobactérias-tuberculosas
(RICHARDSON; SAMSON; BANAEI, 2009); obter resultazimais rapido, pois a detec¢édo
do DNA ocorre simultaneamente a sua amplificac@m secessidade de uma etapa pos-PCR
(gel de agarose) (GARBERI et al., 2011). No entanéoalgumas desvantagens na utilizacao
da PCR em tempo real que podem limitar seu uso ased em desenvolvimento, como:
formacao de uma equipe treinada, laboratério cdra-gstrutura adequada, custo elevado de
reagentes e equipamentos, entre outros (NDUGGA, 084).

Estudos futuros serdo necessarios para avaliaC® gprincipalmente nos pacientes
com formas paucibacilares (como criancas e imungde&jos) da TB, ou seja, cujos critérios
clinicos e epidemiolégicos sejam compativeis condognga, porém com diagndstico
bacteriol6gico negativo através dos exames congeaid. A implementacdo de um sistema
de PCR em tempo real seria importante para a gaildeza no Brasil, onde a TB € uma das
doencas infecciosas mais prevalentes (HUGHES, &1Cdl2).

Através do presente estudo, ficou demonstrado quieGR pode ser utilizada como
uma ferramenta auxiliar, tanto na confirmacao quawa exclusao da tuberculose pulmonar,
porém em uma regido de alta prevaléncia da doengegnostico deve estar fundamentado
em uma analise conjunta de varios parametros clniepidemiologicos, laboratoriais e

terapéuticos.
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10 CONCLUSOES

a) A PCR em tempo real apresentou um excelentéelida deteccdo, sendo indicada

para utilizacdo com amostras de escarro;

b) A PCR em tempo real apresentou um desempenh® ete@iado em amostras de
escarro de pacientes com TB pulmonar, quando seidawou a cultura e/ou

resposta ao tratamento como padrao-ouro, em relacBaciloscopia e cultura

isoladamente;

c) Através dos valores preditivos encontrados, R B@ tempo real provavelmente,

pode ser utilizada em nosso meio como um métodbre@iorio e excludente da

TB pulmonar;

d) Em regibes de alta prevaléncia da doenca, ap@gsaelevado desempenho
demonstrado pela gPCR neste estudo, para a obteecém diagnostico mais
preciso, deve se considerar a associacdo de asitélinicos, epidemioldgicos,

laboratoriais e terapéuticos;

e) Pesquisas futuras deverdo ser realizadas yaarao desempenho desse sistema
em formas paucibacilares da TB (criancas, imunaahegos, portadores de HIV,

entre outros).
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclagdo

Centro SqUiSas = FOCRUZ
AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude
PACIENTE: IDADE:
HOSPITAL: Prontuario:
ENDERECO DO PACIENTE: Ne
BAIRRO: CIDADE: ESTADO:

TERMO DE CONSENTIMENTO

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da pesquisa: “Analise do desempenho da
técnica de PCR em tempo real na detecgdo especifica e quantificacéo absoluta do Mycobacterium
tuberculosis para o diagnéstico da tuberculose pulmonar”. Apds ser esclarecido(a) sobre as informacoes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra & do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado
(a) de forma alguma.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Andlise do desempenho da técnica de PCR em tempo real na detecgdo especifica e
quantificagéo absoluta do Mycobacterium tuberculosis para o diagnéstico da tuberculose pulmonar
Pesquisador (a) Responsavel: Lais Ariane de Siqueira Lira

Telefones para contato: (81) 2101-2569

Pesquisadores Participantes: Lilian Maria Lapa Montenegro, Haiana Charifker Schindler.

Objetivos: O objetivo da nossa pesquisa € testar um novo exame diagnostico que apresente o resultado
da doenga mais réapido do que os exames que sdo usados de rotina nos Hospitais de referéncia para
tuberculose.

Procedimentos do estudo: Quando o Sr(a) for atendido pelo médico(a) assistente do hospital,
vocé responderda a um questiondrio onde irdo constar: nome, endereco, telefone para contato,
caracteristica do domicilio, escolaridade, queixas principais e tempo de duragdo, se esta tomando algum
remedio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual. O preenchimento do questionario sera feito por
um dos colaboradores da pesquisa.

Caso for detectada a doenca sera utilizado como terapia de primeira escolha o esquema com
rifampicina, isoniazida e pirazinamida para o tratamento e se necessario, um esquema de segunda escolha
sera oferecido em casos selecionados. O Tratamento serd fornecido pelo Posto de Saude do Programa de
Saude da Familia. O Sr(a) sera acompanhado durante os seis meses de tratamento por uma equipe
formada de enfermeiros, médicos e pesquisadores com experiéncia em tuberculose. Esses profissionais
faréo outros exames necessarios de rotina do hospital. O acompanhamento e tratamento seréo feitos pelo
meédico assistente do servigo que, cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia ou ndo de
Tuberculose.

Para a nossa pesquisa coletaremos a quantidade de catarro (+ 5ml, meia colher de sopa) que o
Sr.(a) conseguir colocar pra fora (quando tossir). Esse catarro sera encaminhado ac Laboratério de
Imunoepidemiologia do Departamento de Imunologia do CPgAM para ser realizado o exame de cultura, de
baciloscopia e de biologia molecular que é para observar o DNA da bactéria que causa a doenga:
tuberculose. Os resultados de todos os exames serdo encaminhados ao médico responsavel pelo
atendimento. A baciloscopia sera realizada no laboratério dos Hospitais que realizarem o exame ou
encaminhamento para o LACEN.

Riscos e Beneficios: O Sr (a) ndo sera submetido a qualquer risco ou desconforto adicional e seguiremos
a rotina estabelecida pelo profissional de saude, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O beneficio deste
estudo sera ajudar no desenvolvimento de técnicas de laboratério mais sensiveis, e répidas que possam
ser implantadas & realidade do nosso Sistema de Satde, para beneficiar um melhor tratamento e a cura
mais rapida da tuberculose pulmonar.

Centro de Pesquisas / IFPE - Av. Moraes Re;

-420 Recife - PE - F

Fone 0XX81 21012500 - Fax
fiocruz. br

sf - Ox. Postal 7
- hitp:/Awww.¢
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FIOCRUZ
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Rinietano da Sande

Custo/Reembolso para o paciente: Nao havera nenhum gasto com sua participacdo. As consultas,
exames, tratamentos serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranga com o que sera
realizado. Vocé também n&o recebera nenhum pagamento com a sua participagao.

Banco de Amostras: Um parte da amostra de catarro sera congelada, armazenada e guardada no
Laboratério de Imunoepidemiologia do CPgAM para que possamos repetir o exame da nossa pesquisa,
caso seja necessario, assim entraremos em contato com o Sr.(a) para informar tal procedimento. O Sr (a)
podera entrar em contato com o responsavel pela amostra no enderego abaixo:

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ

Laboratério de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia

Avenida Moraes Rego, s/n°, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569

Contato: Lais Ariane de Siqueira Lira, Lilian Maria Lapa Montenegro, Haiana Charifker Schindler.

CONSENTIMENTO

Eu,

RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem ter
sido pressionado ou constrangido concordo participar da pesquisa. Tenho consciéncia do meu direito de
abandonar a pesquisa a qualquer momento e de que as informacdes colhidas serdo mantidas em sigilo. Os
resultados da pesquisa podem ser apresentados em congressos ou publicados em revistas de cunho
técnico, sem que seja divulgado o nome do paciente.

Endereco do Paciente:

Telefone:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador

- hitp/www.epgam fioeruz. br
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APENDICE B- Ficha clinica-epidemiologica

tumero da ficha na pesquisa

B ol

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

/
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3. Procedéncia:

1.  Ambulatério
2. Enfermaria

4. Nimero do Prontudrio do Hospital

Pl o F o ]

I

5. Hospital de origem:

1. Hospital das Clinicas

2. Hospital Otavio de Freitas
3. IMIP

4. Hospital Barfo de Lucena
5. Outro:

7. Nome Completo do Paciente

6. Nimero do SAME

8. Nome da Mie ou Responsavel

9. Data de nascimento 10. Idade do paciente 11. Sexo
/ / 1. Feminino
I I J anos I | | meses 2. Masculino !:'
12. Endereco
Ponto de referéncia
13. Bairro '| 14. Cidade 15. UF

16. Telefone Res. e Celular

( ) 7

17. CEP

1. Urbana

19. Grau de instrugdo do paciente

1. Analfabeto

2. Iniciou alfabetizagdo
3. 1° grau

4. 2° grau

5. 3° grau

6. Outro

20. Renda familiar mensal

2. Rural

1. Menor ou igual a 1 salério minimo
2.De 2 a 4 salarios minimos
3. Mais que 5 saldrios minimos

18. Zona de localizagiio da moradia

4. Biscate
8. Nio sabe informar

e

[]
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21. Quantas pessoas moram | 22. Quantos adultos?

na casa do paciente?

1. Até 2
1. Até 3 D 2.De3as [:]
2.Dedab 3. Mais que 5
3. Mais de 6

8. Ndo sabe informar

23. Quantas criancas? 24. Quantos comodos (locais de

dormir) tém na casa?

1. Até2
2.De3as |:| 1.Um |:|
3. Mais que 5 2.De2a4

3. Mais de 4

8. Nio sabe informar

25. O senhor(a) ou algum adulto na

26. O ¥enhor(a) ou alguém na casa

27. Existe algum caso de HIV na

casa fuma? bebe? familia?
1. Sim 1. Sim 1. Sim
2. Nao |:| 2. Nao |:I 2. Nio l:]
8. Nio sabe informar 8. Nio sabe informar

Néo sabe informar 8.

28. Existe algum caso de alcoolismo

29. Uso de drogas na familia

30. Existe alguém da familia ou do

na familia? . 1. Sim D convivio que faz tratamento
1. Sim |:| 2. Nao ] prolongado para TB?
2. Nao 8. Nao sabe informar 1. Sim

8. Nao sabe informar

Xio [

2
3. Sim -n#o sabe informar a doenga
8. Nio sabe informar

31. Ra¢a/Cor
1. Branca
2. Preta l:l
3. Parda
. 4. Amarela
5. Indigena

30. Existe algum caso de tuberculose na familia ou
em pessoa de convivio?

1. Sim
2. Nao
8. Nio sabe informar - .

31. Caso sim, h& quanto tempo?
Caso a resposta seja Nao, seguir para 39

32. O caso foi confirmado?

1. Sim
2. Nao
8. Nio sabe informar
9. Inaplicavel
Caso a resposta seja Néo, pular para 34

33. O caso foi confirmado por baciloscopia e/ou
cultura?

1. Sim.

2. Nio

8. Nao sabe informar
9. Inaplicavel

.

34. Qual o grau de parentesco?

1. Maie 5. Tio(a)
2. Pai 6. Primo (a) :I
3. Irmi(o) 7. Outro
4. Avo () 8. Nio sabe informar
9. Inaplicavel
Qutro:

35. Periodo de duracgfo do contato:

8. No sabe informar
9. Inaplicével

1. <3 meses
2. 3 meses a2 anos
3. +que2 anos

[]

36. Qual o tipo de contato?

1. Intradomiciliar continuo (5 a 7 dias/semana, > 6h/dia)
2. Intradomiciliar intermitente (5 a 7 dias/semana, < 6h/dia)
3. Esporadico (entre 2 a 4 dias/semana)

8. Nio sabe informar [

9. Inaplicavel

37. Em rela¢iio ao tratamento para TB o contato:

Foi tratado totalmente
Est4 em tratamento

Nio tratado

Interrompeu o tratamento
Néo sabe informar
Inaplicével

]

O 0o B W =

38. Qual o motivo da interrup¢io:

1. Intolerancia ao medicamento
2. Falta de medicamento

3. Abandono do tratamento

4. Outro motivo

8. Nio sabe informar

9. Inaplicével
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Caso nio tenha havido interrupgio, seguir para 39.

39. J4 teve alguma doenca?
1. Sim
2. Nio
8. Néo sabe informar

=

Caso a resposta seja Nfo, seguir para 41

40. Qual doenga?
1. Asma

6. Fibrose Cistica
2! Pneumonia 7. HIV/AIDS
3. Bronquite 8. Cancer

4. Tuberculose 9.Né&o sabe
5. Diabetes 10. OQutro:

41. Tem cicatriz de BCG? (vista pelo entrevistador
ino braco direito ou através de cartio)

Caso nio tenha feito, seguir para 45.

1. Sim
2. Nio ==
8. Nio verificado
143. Fez PPD anterior? 44. Resultado do PPD:
;’ IS\;;; I:I 1. Nio reator (0-4mm) 4. Reator muito forte (>15mm)
8I Naa:sabe 2. Reator fraco (5-9mm) 8. Nio sabe informar
Toitoidn reatizactio: / / (V& o cartio) 3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicavel 5 L__]

45, Toma algum medicamento atualmente?

46. J4 fez TTO para tuberculose?

1. Sim 1. Sim
2. Nio D 2. Ndo I:I
Qual: Qual:

Caso sim, quanto tempo? |

Caso sim, nimero de TTO anteriores:

47. Ha quanto tempo o paciente estd
doente?

1. Sim
[T Jmeses [1 Jains |2 2o

8. Nao sabe

48. Tem febre?

Caso sim, h4 quanto tempo:

49. Perda de peso?

1. Si
mEEs -
8. Nio sabe

50. Tem tosse?

51. Tipo de tosse:

52. Tem falta de apetite?

1. Sim 1. Seca 1. Sim
2. Nio =i 2. Produtiva |__:] 2. Nizo []
8. Nao sabe 3. Hemoptise 8. Napo sabe
Caso sim, hd quanto tempo: 9. Inaplicavel
56. Tem fraqueza muscular? 57. Apresenta falta de ar desde que 58. Tem dor nas juntas?
1. Sim ficou doente? 1. Sim
2. Nio (¢} 1. Sim 2. Nzo
8. Nio sabe 2. Nio [j 8. Nzo sabe
8. Nio sabe Caso nio, seguir para 60.
59. Qual o local? 60. Apresenta dor na barriga? 61. Notou aumento da barriga?
1. Joelho #1. Sim 1. Sim
2. Cotovelo £+ 2. Nio 5 2. Nzo =
3. Punho 8. Nio sabe 8. Nao sabe
4. Coluna
62. Notou linfonodo (landria ou 63. Local do linfonodo: 64. Apresenta suor noturno?
ingua) aumentado? £ Bhono L I:l 100 Sind '
; 2. Axila 2. Nido I:'
;: ]S\I‘; Fas 3. Regido inguinal (virilha) 8. Nao sabe

et



8. Nao sabe

Outros

Médico Responsavel:

Fone:

65. Peso
Kg

66. Estatura
m

1. Sim

2. Nao

8.Nzo investigado

68. Palidez

[

69. Adinamia

b,

.

70. Toxemia

71. Desnutricio

[]

1. Sim
2. Nio

72. Linfadenomegalia Cervical:

]

73. Linfadenomégalia Axilar:

L. Sim
2. Néo
8. Nio investigado

[

8. Nio investigado

74. Linfadenomegalia Inguinal:

75. Linfadenomegalia em outro local:

76. Apresenta micropoliadenomegalia

=

generalizada?

]

9. Inaplicavel

8. Néo investigado

1. Sim Sim ] é z;
2. Nizo 2. Nio : 2a0 )

8. Nio investigado 8. Nio investigado 8. Nio investigado
77, Presenca de sinais

inflamatérios:

1. Sim

2. Nio ]

1. Sim 2. Nio 8. Nido investigado
81. Taquipnéia 82. Eupnéico 83. Dispnéia 84. Cianose 85. BAN
Ausculta (83 a0 89) 1.Sim 2.Nao 8. Nao investigado
83. MV Normal |84. MV diminuido | 85. MV ausente | 86. Roncos 87. Crepitacio 88. Sibildncia
89. Broncofonia | 90. Aparelho cardiaco: Tipo de alteragfo: 92. Arritmia: 93. Outros:
Sopro: 1. Sim
1. Normal 1. Sim 1. Sim o
l___l 2. Alterado :I 2. Nio I:I 2. Nio D 2. NS‘O R
8. Nio investigado 8. Nao investigado SN uveEsigadn
Caso seja Normal, seguir para 94 i

70
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94. Abdome: 95. Sistema Nervoso:

1. Normal 4. Esplenomegalia |:| .

2. Hepatomegalia 5. Hepatoesplenomegalia 1. Normal

3. Ascite 6. Outros 2. Alterado [:l

96. Se alterado, especifique: 97. Sist. Misculo-esquelético: 98. Localizacio da(s) articulagio(Ges)
1. Normal acometida(s):
2. Alterado

Caso seja Normal, seguir para 104

Tipo de alteragao: 100. Calor:

99. Edema:

1. Sim 1. Sim
ki o

2.Nio

102. Rubor:

1. Sim D

2. Nao

103. Deformidades:

lizou hemograma? 105. Resultado da Hemoglobina 106. Alteracio do leucograma
1.Sim 8. N&o sabe informar 1. Sim
2.Ndo 9. Inaplicavel |:| |:|:| ;i:] (gdl) 2. Nio
- 3. Nao sabe
Data: / i
Caso a resposta seja Néo, seguir para 110 :
107. Caso sim: 109. Valor do VSH
1. Caracteristicas de Infec¢do |__—|:] mm
viral
2. Caracteristicas de infceccdo
bacteriana
3. Nio sabe
110. Realizou Raio X de Térax na admissio? ‘| 111. Resultado do Raio X de | - Se alterado:
admissio:
1. Sim [
2. Nao 1. Normal 2. Alterado 1. Padréo ndo sugestivo de TB
8. Nio sabe informar |:] 2. Forma Pneumdnica’
3. Forma Pneumoganglionar
Data: /] /i [:l 4. Forma Pleuropulmonar
5. Forma Miliar
Caso aresposta seja Ndo, seguir para 112 6. Forma Ganglionar
i 7. Inaplicavel
8. Nao sabe informar

112. Realizou Raio X de térax de controie?

1. Sim

2. Niao

8.  Nio sabe informar |:|
Data: / I

Caso a resposta seja N&o, seguir para 114

S0 00 I

113. Resultado do Raio X de controle:

Normalizou
Houve melhora
Houve piora

Nao sabe informar
Inaplicével

[]

114. Realizou Tomografia de térax?
1. Sim
2. Nio
8. Nao sabe informar |:|

| Data: ! /

Caso a resposta seja Néo, seguir para 116

N 90/ AR

115. Resultado da Tomografia de térax:

Normal

Alterado sugestivo
Alterado inespecifico
Ndo sabe informar
Inaplicével

e
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116. Realizou PPD para pesquisa?
1. Sim
2. Nao
8.  Naio sabe informar D

Data:__ / /

Caso a resposta seja N#o, seguir para 118

1. N#o reator (0-4mm)
2. Reator fraco (5-9mm)
3. Reator forte (10-14mm)

117. Resultado do PPD:

4. Reator muito forte (>15mm)
8. No sabe informar
9. Inaplicével

121. Realizou Baciloscopia?

1. Sim
2. Nio

]

Data: 4 /

Caso a resposta seja No, seguir para 124

122. Resultado da baciloscopia:

1. Positiva
2. Negativa
9. Inaplicével

1

Cruzes

123. Material da baciloscopia:
1. Escarro

2. Lavado gastrico
3. Liquor

4. Biopsia

5. Outro material
9. Inaplicével
Outro

]

124. Realizou Cultura em meio

Lowestein-Jensen?
1. Sim
2. Néo

[

Data: / /

Caso a resposta seja Néo, seguir para 130.

125. Resultado da Cultura:

1. Positiva
2. Negativa
9. Inaplicavel

[]

126. Material da Cultura:
1. Escarro

2. Sangue

3. Urina

4. Lavado gastrico

5. Liquor

6. Biopsia

7. Outro material

9. Inaplicével

Qutro

136. Diagnostico inicial
1.- TB infeccdo
2. TBdoenga
3. TB suspeita
4. N#ZoéTB

[]

137. Data da notificacio:

Data: / /

Profissional que notificou:

Se Extra pulmonar:

1. Ganglionar Periférica
2. Ganglionar Pulmonar

4. Miliar
5. Ossea

138. Diagnéstico Final
1. TB infecgao
2. TB doenga
3. IB suspeita
4. Nao¢TB

=t

139. Forma de TB
1. Pulmonar

[]

2. Extra pulmonar

6. Pleural
7. Outra
8. Inaplicavel

3. Meningoencefélica

140. Tratamento realizado:

1. Profilaxia priméaria (INH por 3 meses)
2. Profilaxia secundéria (INH por 6 meses)

]

3. Esquema I (INH + RMP por 6 meses e PZA por 2 meses) - /

Tradicional

4. Esquema IR (INH + RMP + BEM por 6 meses e PZA por 2 meses)
5. Esquema II (INH + RMP por 9 meses e PZA por 2 meses)
6. Esquema III (SM + PZA por 3 meses e ETH + EM por 12 meses)

9. Inaplicdvel

141. Data do inicio do tratamento:

142. Tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico de TB:

1.1 més

2.1-3 meses
3.2 3 meses

4. Nio investigado

[]

143. Tempo entre o diagnéstico de TB e inicio do
tratamento especifico:
1.<1més
2.1-3 meses
. “ 3.2 3 meses
4. Néo investigado

[]
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144- Resposta ao tratamento especifico (feita pelo médico acompanhante)

1. Melhora clinica evidente ap6s 30 dias de inicio do tratamento (Resposta ao tratamento) D
5. N#o houve melhora clinica evidente ap6s 30 dias de inicio do tratamento (N&o houve resposta ao tratamento)
9. Inaplicavel i

Entrevistador:

145. Realizou Nested-PCR pré-
tratamento?

1. 81
2 o s

| Data: / i

146. Resultado

1. DPositivo
2. Negativo
9. Nao se aplica

147. Amostra biologica:

1.0 Sangue total 6] Liq. Pleural

2] Soro 7 | Bi6psia de ganglio
3.[] Cétulasbrancas ~ 8.[] Urina

4[] Escarro 9.[] Outros

5.[] Lav. Géstrico 99[] Nao se aplica

148. Realizou Nested-PCR
Unico Tubo pré-tratamento?

I Si
2 Nao [

Data: /

149. Resultado
1. Positivo
2. Negativo

9. Nao se aplica

150. Amostra biologica:

1.0 Sangue total 6.C] Liq. Pleural

2. Soro 7.[] Biépsia de ganglio
3,[:| Células brancas  8.[ ] Urina .

4.["] Escarro 9.[] Outros

5{"] Lav. Gastrico 99[] Nao se aplica

151. Realizou PCR
colorimétrica pré-tratamento?

1 si
2 Nio =]

Data: ! /

152. Resultado
1. Positivo
2.' Negativo

9. Nio se aplica

153. Amostra biolégica:

1.0 Sangue total 6. Liq. Pleural

2.1 Soro 7.[] Biépsia de ganglio
3.[] Células brancas 8.|:| Urina

4.[] Escarro 9.[] Outros

5[] Lav. Géstrico 99] ] Néo se aplica

154. Realizou RT-PCR pré-
tratamento?

1. Si
2 Nio L]

155. Resultado

1. Positivo
2. Negativo
9. Nio se aplica

156. Amostra biolégica:

| Sangue total 6J Liq. Pleural

2.[] Soro 7.[] Bidpsia de ganglio
3.[] Células brancas 8. ] Urina

4[] Escarro 9.[] Outros

5.[] Lav. Géstrico 99[ ] Nio se aplica

Responséavel pelo preenchimento da ficha:

Responsével pelos exames moleculares:
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ANEXO A- Parecer de Aprovacao do CEP-CPqAM

e,
Sy
i
Comité de Etica
em Pesquisa
Titulo do Projeto: “Anélise do desempenho da técnica de PCR em tempo real
na deteccéo especifica e quantificacdo absoluta do Mycobacterium tuberculosis
para o diagnéstico da tuberculose pulmonar.”.
Pesquisador responsavel: Lais Ariane de Siqueira Lira
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz
Data de apresentagao ao CEP: 16/11/2010
Registro no CEPICPqgAMIFIOCRUZ: 86/10

Registro no CAAE: 0086.0.095.000-10

PARECER N° 78/2010

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do
Projeto em questdo estdo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugéo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 13 de dezembro de 2013.
Em caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizacdo do projeto.

Recife, 13 de dezembro de 2010.

Glgaile Campozana Gouvely

Farmacdutica
Cogrdenadora
Mat. SIAPE ¢
CPgAm / FIOC Ry
Observacéo:
Anexos:

e Orientagbes ao pesquisador para projetos aprovados;

Campus da UFPE - Av. Morags Reliodielo de relatorio anual com 1° prazo de entrega para 13/1 (;11.
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 e

Recife - PE - Brasil AGGEU et
comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério



